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1 Einleitung 
1.1 Der Schlaganfall 
1.1.1 Epidemiologie und sozioökonomische Relevanz 
Der Schlaganfall stellt die zweithäufigste Todesursache weltweit dar (WHO 2011) 
und lag in Deutschland nach Veröffentlichungen des Bundesamtes für Statistik 2014 
mit einem Anteil von 1,9 % aller Verstorbenen auf Platz 10 der Todesursachenstatis-
tik (ICD-10: I164). Mit einer Prävalenz von 2,5 % sind in Deutschland rund 1,76 Milli-
onen Menschen im Alter über 18 Jahren von einem Schlaganfall betroffen (Kolo-
minsky-Rabas et al., 2015). Bleibende neurologische Defizite nach einem Schlagan-
fall stellen die häufigste Ursache erworbener Behinderungen im Erwachsenenalter 
dar. Drei Monate nach einem Schlaganfall weisen etwa 40 % der Überlebenden 
schwere Einschränkungen in den Aktivitäten des täglichen Lebens auf (Ward et al., 
2005; Schneider et al., 2009; Heuschmann et al., 2011), wodurch die Pflegebedürf-
tigkeit von vorbestehend 16,8 % auf 35,6 % ansteigt (Günster et al., 2011). Enorme 
Gesundheitskosten sind die Folge. Bereits jetzt werden in den westlichen Industrie-
nationen ca. 2 % bis 5 % der gesamten Gesundheitskosten durch das Krankheitsbild 
Schlaganfall verursacht (Saka et al., 2009). In den nächsten 20 Jahren werden die 
direkten Kosten für die Versorgung von Patienten mit erstmaligem Hirninfarkt in 
Deutschland auf ca. 108 Milliarden Euro geschätzt (Kolominsky-Rabas et al., 2006). 
Durch eine alternde Bevölkerung ist mit weiter steigenden Fallzahlen und damit ein-
hergehend einer zunehmenden Belastung des Gesundheitssystems durch das 
Krankheitsbild Schlaganfall zu rechnen (Béjot et al., 2016; Gesundheitsberichterstat-
tung des Bundes). 
1.1.2 Ätiologie und Pathogenese 
Die den Schlaganfall verursachenden Durchblutungsstörungen lassen sich zu mehr 
als 80 % auf Gefäßverschlüsse (sogenannte ischämische Hirninfarkte) zurückführen. 
In 10 % bis 20 % der Fälle ist eine Entkoppelung der Gefäßversorgung durch eine 
intrazerebrale Blutung ursächlich (Roger et al., 2011). Diese Arbeit beschäftigt sich 
ausschließlich mit dem ischämischen Hirninfarkt, dessen Ätiologie mithilfe der 
TOAST-Kriterien in fünf Kategorien unterteilt werden kann (Adams et al, 1993). Da-
bei hat die Auswertung der deutschen Schlaganfalldatenbank 2001 ergeben, dass 
zwei Drittel aller Hirninfarkte den drei Hauptursachen kardiale Embolie (25,6 %), Ma-
kroangiopathie (20,9 %) und Mikroangiopathie (20,5 %) zugeordnet werden können. 
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Neben strukturellen Herzveränderungen stellen arterielle Hypertonie, Diabetes melli-
tus, Hypercholesterinämie, Adipositas und Nikotinabusus die Hauptrisikofaktoren für 
einen ischämischen Schlaganfall dar (O’Donnell et al., 2010). 
1.1.3 Klinische Symptomatik 
Die aus dem Gefäßverschluss resultierende Minderversorgung des Hirngewebes mit 
Sauerstoff und Glukose führt innerhalb von Minuten zu einem Zusammenbruch des 
Funktions- und Erhaltungsstoffwechsels in dem betroffenen Hirnareal. Als Konse-
quenz entwickeln sich neurologische Ausfallerscheinungen, die vielgestaltig sind und 
Rückschlüsse über Lokalisation und Ausdehnung des Infarktgebietes erlauben. Ein 
sehr häufig betroffenes Gefäß ist die mittlere Hirnarterie. Ihr proximaler Verschluss 
führt zu einer kontralateralen brachiofazial betonten Hemiparese und einer Hemi-
hypästhesie. Ist die sprachdominante Hemisphäre betroffen, kommen Aphasie und 
Apraxie hinzu, anderenfalls Anosognosie und Neglect. Zur einheitlichen Erfassung 
der Symptome eines Schlaganfalls wird die National Institute of Health Stroke Scale 
(NIHSS) weltweit eingesetzt (Jauch et al., 2013). 
1.1.4 Rekanalisierende Therapie 
Die kausalen Behandlungsmöglichkeiten beim akuten Schlaganfall sind begrenzt. 
Innerhalb von 4,5 Stunden nach Symptombeginn kommt die systemische Lyse mit 
Gewebsplasminogenaktivator (rt-PA) zum Einsatz (Hacke et al., 2008). Bei Ver-
schluss einer großen hirnversorgenden Arterie wie der distalen A. carotis interna 
oder der proximalen A. cerebri media stellen endovaskuläre Rekanalisationsverfah-
ren seit kurzem das Mittel der ersten Wahl dar. Sie können bis 6 Stunden nach 
Symptombeginn durchgeführt werden (Berkhemer et al., 2014). Aufgrund des engen 
Zeitfensters und zahlreicher Kontraindikationen für die intravenöse Lyse, wie un-
längst durchgeführte Operationen oder Vorliegen eines Malignoms, erhalten ca. 
10 % der Schlaganfallpatienten eine rekanalisierende Therapie (Heuschmann et al., 
2010). Insgesamt profitiert also nur ein Bruchteil aller Schlaganfallpatienten von den 
zugelassenen medikamentösen Therapieverfahren, sodass ein großes Interesse 
daran besteht, neue Behandlungskonzepte zu entwickeln, die jenseits des beste-
henden Zeitfensters eine Behandlung des ischämischen Schlaganfalls erlauben. 
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1.2 Immunologie des Schlaganfalls 
1.2.1 Das Gehirn als immunprivilegiertes Organ 
Das Gehirn galt lange Zeit als immunprivilegiertes Organ, das über eine Reihe von 
Mechanismen verfügt, die der strikten Unterdrückung von potentiell schädlichen Im-
munreaktionen dienen. Eine zentrale Rolle spielt hierbei die Blut-Hirn-Schranke, die 
über ein enges Netzwerk aus Endothelzellen, umliegenden Perizyten und Astro-
zytenausläufern das Eindringen von Immunzellen in das Hirngewebe verhindert 
(Pardridge et al., 1999; Ballabh et al., 2004). Des Weiteren finden sich kaum anti-
genpräsentierende Zellen im zentralen Nervensystem und Neurone exprimieren nur 
eingeschränkt MHC-I-Komplexe (Neumann et al., 1995). Hinzukommend führen feh-
lende kostimulatorische Signale oder die Bindung an Fas-Rezeptoren zur Apoptose 
aktivierter infiltrierender T-Zellen (Flügel et al., 2000). Neuere Arbeiten legten jedoch 
offen, dass ungeachtet aller Schutzmechanismen eine kontinuierliche Überwachung 
des Gehirns durch streng kontrollierte Einwanderung von Immunzellen stattfindet. 
So konnten Louveau und Kollegen (2015) zeigen, dass das Gehirn über ein eigen-
ständiges lymphatisches System in den venösen Blutleitern der Meningen verfügt, 
das von Mikrogliazellen und Subtypen von dendritischen Zellen gesäumt wird 
(Karman et al., 2004; Greter et al., 2005). Die Beteiligung des Immunsystems an der 
Ent-stehung und dem Voranschreiten einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen ist 
deshalb im vergangenen Jahrzehnt immer mehr in den Vordergrund gerückt. 
1.2.2 Immunantwort nach Schlaganfall 
Die Unterbrechung der Blutzufuhr bei einem ischämischen Schlaganfall führt inner-
halb von Minuten zu einer Minderversorgung der Zellen mit Sauerstoff und Glukose, 
wodurch es zu einem intrazellulären Mangel an ATP kommt. Der resultierende Funk-
tionsausfall der energieabhängigen neuronalen Ionenpumpen bewirkt einen massi-
ven Flüssigkeitseinstrom in die Zelle mit Ausbildung eines zytotoxischen Zellödems 
(Michinaga et al., 2015). Neben freier Sauerstoffradikale wird der exzitatorische Neu-
rotransmitters Glutamat (Iadecola et al., 2011) ausgeschüttet, der Kalziumkanäle der 
postsynaptischen Membran aktiviert und so den Kalziumeinstrom in die Zelle poten-
ziert (Exzitotoxizität). Die folgende Aktivierung Ca+-abhängiger Enzyme wie Calpain 
und Caspasen führt zur Induktion apoptotischer oder nekrotischer Signalwege 
(Sandoval et al., 2008; Chen et al., 2014). Diese Mechanismen treten zunächst lokal 
und irreversibel im Infarktkern auf, wo aus Mangel an Kollateralen ein vollständiges 
Erliegen der Energiezufuhr resultiert. Sie können sich im Verlauf jedoch auf das um-
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gebende Randgebiet (Penumbra) ausdehnen und den ischämischen Gewebescha-
den vergrößern (Heiss et al., 2011). Neurone zeichnen sich durch ihre hohe Emp-
findlichkeit gegenüber einer Ischämie aus und stellen daher einen Großteil der avita-
len Zellen dar. Darüber hinaus führt die Hypoxie zu einer lokalen Aktivierung von En-
dothelzellen, Thrombozyten und des Komplementsystems, sodass der Gefäßver-
schluss verstärkt wird (Iadecola et al., 2011). Durch die Degradierung von Zellen der 
Blut-Hirn-Schranke kommt es zur Extravasation von Serumkomponenten und Aus-
bildung eines vasogenen Ödems, das den Blutfluss weiter reduziert (Sandoval et al., 
2008; Michinaga et al., 2015). 
Geschädigte und sterbende Zellen sowie enzymatisch abgebaute extrazelluläre Ma-
trix setzen sogenannte Danger Associated Molecular Patterns (DAMPs), wie z. B. 
Nukleotide und Hitzeschockproteine (engl. Heat Shock Protein, HSP) frei, die zur 
Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLR) oder Scavenger-Rezeptoren führen. Die 
Konsequenz ist die Ausbildung einer sterilen Entzündungsreaktion mit kaskadenarti-
ger Abfolge sich gegenseitig kontrollierender Prozesse. Es resultiert ein Ischämie-
Reperfusions-Trauma (Morrison et al., 2011). Durch Kopplung der TLR werden zu-
nächst ortsständige Mikrogliazellen, perivaskuläre Makrophagen sowie Endothel-
zellen aktiviert, wodurch vermehrt proinflammatorische Zytokine wie TNF-α, IL-1β 
und IL-6 (Iadecola et al., 2011; Jin et al., 2010) gebildet werden. Mastzellen reagie-
ren mit der Freisetzung von Proteasen und vasoaktiven Substanzen wie Histamin. 
Des Weiteren entsteht eine gesteigerte Expression von Zelladhäsionsmolekülen und 
Chemokinen. Nach Reperfusion kann dadurch eine verstärkte Einwanderung von 
Leukozyten beobachtet werden (Kostulas et al., 1998; Yilmas et al., 2008), wobei als 
erste Zellen des peripheren Blutes neutrophile Granulozyten in das Infarktgebiet 
migrieren (Enzmann et al., 2013). Durch sie werden reaktive Sauerstoffspezies, Ma-
trix-Metalloproteinasen (MMP) und proinflammatorische Zytokine sezerniert, die ei-
nerseits die Störung der Blut-Hirn-Schranke vorantreiben und andererseits weitere 
Entzündungszellen rekrutieren. Zu ihnen gehören überwiegend proinflammatorische 
Ly6C-hochpositive Monozyten, die zu Makrophagen und myeloiden dendritischen 
Zellen ausdifferenzieren, die Abräumreaktion kontrollieren sowie mittels Antigenprä-
sentation über MHC-II-Komplexe die T-Zellantwort regulieren. Sie verdrängen zu-
sammen mit lokalen aktivierten Mikrogliazellen nach drei bis vier Tagen die Neutro-
philen (Barone et al., 1995). Ebenso wie aktivierte Mikroglia, können monozytäre 
Makrophagen einen klassischen entzündungsunterhaltenden M1- oder einen alter-
nativen antiinflammatorischen M2-Phänotyp ausbilden. Während der M1-Typ durch 
Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen und reaktiven Sauerstoffspezies 
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die Entzündungsreaktion unterhält, mindert der M2-Typ diese aufgrund der Pha-
gozytose von Neutrophilen sowie Zelltrümmern ab und trägt durch Matrixreorganisa-
tion zur Reparatur des Gewebes bei (Mantovani et al., 2004; Mosser und Edward, 
2008; Yang et al., 2014). 
 
Abbildung 1: Ablauf der lokalen Immunantwort im Schlaganfall. (1) Ischämische Konditionen füh- 
ren zum Erliegen des Energiehaushalts der Parenchymzellen mit nachfolgender Nekrose und Aus-
schüttung von DAMPs, Zytokinen wie TNF-α, IL-1β und IL-6 sowie Chemokinen. Es resultiert die Akti-
vierung von residierender Mikroglia und anderen ortsständigen Immunzellen. (2) Gefäßnahe Mastzel-
len in den Meningen begünstigen die Rekrutierung und Transmigration der ersten Leukozyten, den 
neutrophilen Granulozyten, welche bereits wenige Stunden nach Infarktbeginn einwandern und ihr 
Maximum 24 Stunden später erreichen. Sie potenzieren das Anfluten weiterer Immunzellen sowie die 
Schädigung des Parenchyms durch Proteasen wie MMP-9 und Produktion von ROS, wodurch die 
Entzündungsreaktion gefördert wird. (3) Sie werden nach wenigen Tagen von einwandernden Mo-
nozyten und Makrophagen verdrängt. Mit fortschreitender Zeit kann aktivierte Mikroglia nicht mehr 
von monozytären Makrophagen unterschieden werden. Der M2-Phänotyp löst den proinflammatori-
schen M1-Phänotyp ab. Gleichzeitig wird über Makrophagen und (4) dendritische Zellen das adaptive 
Immunsystem aktiviert und Lymphozyten besiedeln das Infarktgebiet. Neben schädigenden IL-17 
produzierenden γδT-Zellen und (5) Treg-Zellen in der Frühphase sind CD4-positive dendritische Zel-
len in der Spätphase detektierbar, welche durch die Ausschüttung von TGF-β und IL-10 ein antiin-
flammatorisches Milieu schaffen. Weitere Reparaturprozesse werden durch die Verbreitung von 
Wachstumsfaktoren wie G-CSF und VEGF sowie das Bilden einer astrozytären Glianarbe zur Ab-
schirmung noch gesunden Gewebes erreicht. (links/rechts = anti-/proinflammatorisch, oben/un- 
ten = angeborene/adaptive Immunantwort) 
Neben Zellen der angeborenen werden in der akuten Phase auch Zellen der adapti-
ven Immunantwort antigenunabhängig aktiviert. Während regulatorische T-Zellen 
durch Aufrechterhaltung und Verstärkung des thrombusbedingten Gefäßverschlus-
ses zu einer Mikrozirkulationsstörung führen, beobachtet man durch die Ausschüt-
tung von IL-17 indirekte und Matrix-Metalloproteinasen direkte proinflammatorische 
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Effekte der γδT-Zellen (Shichita et al., 2009; Gelderbloom et al., 2012). Einige Tage 
nach Infarktbeginn finden sich proinflammtorische CD8-positive zytotoxische  
T-Zellen und T-Killerzellen sowie CD4-positive dendritische Zellen, die womöglich 
eine autoimmune Reaktion unterdrücken, in der infarzierten Hemisphäre (Möller et 
al., 2014). Weiterhin werden schon wenige Stunden nach dem ischämischen Ereig-
nis Astrozyten im Kerngebiet aktiviert. Neben der Ausschüttung von proinflammato-
rischen Zytokinen, produzieren sie GFAP und demarkieren durch Ausbildung einer 
Glianarbe das Infarktgebiet, wodurch dieses von vitalen Arealen abgegrenzt wird 
(Kim et al., 2014). Im weiteren Verlauf werden Reparaturprozesse durch ortsständi-
ge Mikrogliazellen initiiert, die IL-10 und TGF-β, sowie Wachstumsfaktoren wie  
IGF-β ausschütten (Lalancette-Hébert et al., 2007; Kim et al., 2014). Es kommt zur 
Ausbildung neuer Axone und synaptischer Verbindungen noch vitaler Neurone 
(Carmichael et al., 2016) sowie zum Einwandern neuronaler Vorläuferzellen (Parent 
et al., 2003; Ohab et al., 2009). 
1.2.3 Bedeutung neutrophiler Granulozyten für die Immunantwort 
Die ca. 12 µm bis 15 µm großen, granulären Zellen werden im Knochenmark gebil-
det und nach einer kurzen Lebenszeit in der Zirkulation (ca. 5 Tage beim Menschen 
und 12 Stunden in der Maus) von Leber- und Knochenmarksmakrophagen eliminiert. 
Die Granulopoese, also der Reifungsprozess der Granulozyten im Knochenmark, 
wird primär durch das Wachstumshormon Granulozyten Kolonie-stimulierender Fak-
tor (G-CSF; siehe 1.3) reguliert. Über die unreifen Stadien Promyelozyt, Myelozyt 
und Metamyelozyt entwickeln sich stab- und segmentkernige, ausschließlich im Blut 
befindliche reife Granulozyten. Durch Survivalfaktoren wie G-CSF verlängert sich die 
Lebensdauer neutrophiler Granulozyten im Gewebe von 1 bis 2 Tage auf 2 bis 4 
Tage bevor sie durch ihre eigenen Enzyme untergehen (Simon et al., 2001). 
Als Zellen des angeborenen Immunsystems agieren neutrophile Granulozyten in der 
Frühphase von Entzündungen. Sie migrieren daher als erste Zellen des peripheren 
Blutes zum Schädigungsort. Ihre Aufgabe liegt in der unspezifischen Eliminierung 
körperfremder Organismen, vor allem der Abwehr bakterieller Infektionen, durch 
Phagozytose. Für den Abbau werden präformierte Granula bereit gehalten, die unter 
anderem die Enzyme Myeloperoxidase, saure Phosphatase, Kollagenase, Gelatina-
se, MMP-8 und -9, aber auch antimikrobielle Proteine wie Lysozym und Lactoferrin 
(Bainton et al., 1968; Borregaard et al., 1997; Sternlicht et al., 2001) beinhalten. De-
gradierte Bestandteile werden über MHC-II-Rezeptoren präsentiert und so Zellen 
des adaptiven Immunsystems aktiviert. 
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Infolge des fortlaufenden Erkenntniszugewinns steigt die Evidenz, dass neutrophile 
Granulozyten auch eine entscheidende Bedeutung für sterile Entzündungsreaktio-
nen besitzen, insbesondere in der Begrenzung des Entzündungsprozesses. Sie ko-
ordinierten und steuern den Zustrom weiterer Neutrophiler und anderer Immunzel-
len. Über die Produktion von Zytokinen und Chemokinen wie IL-8 oder Makrophagen 
inflammatorisches Protein 1 (MIP-1) werden weitere Immunzellen rekrutiert. Der Ab-
bau und die Prozessierung fremder genauso wie eigener Signalproteine und deren 
Rezeptoren wirken dem entgegen. Makrophagen und dendritische Zellen phagozy-
tieren apoptotische oder nekrotische Granulozyten (Serhan et al., 2005), die den 
Prozess durch Ausschüttung von Signalen wie Sphingosin-1-Phosphat unterstützten 
(Thorp et al., 2011). Ein negativer Feedback wird ausgelöst, wobei weniger IL-23 
und infolge auch IL-17 und G-CSF ausgeschüttet werden. Neben der Hemmung der 
Proliferation und Freisetzung weiterer Granulozyten wird dadurch auch die Rekrutie-
rung anderer Leukozyten minimiert (Stark et al., 2005). 
1.2.4 Rolle des neutrophilen Granulozyten im Schlaganfall 
Verschiedene Arbeiten konnten zeigen, dass Neutrophile als erste Leukozyten 30 
Minuten bis wenige Stunden nach Ischämie in das geschädigte Gebiet migrieren. 
Der Neutrophilenpeak liegt dabei 24 Stunden nach dem ischämischen Ereignis (Mor-
rison et al., 2011; Enzmann et al., 2013; Möller et al., 2014). Die gleiche Kinetik 
konnte auch in anderen sterilen Entzündungsmodellen von Myokardinfarkt, Arterio-
sklerose, Niereninfarkt, Arthritis und Pneumokoniose nachgewiesen werden (Shen 
et al., 2013). Nur eine Arbeit zeigte eine maximale Infiltration 48 bis 72 Stunden 
nach dem Geschehen (Gelderblom et al., 2009), wobei dies gegebenenfalls durch 
die Wahl eines abweichenden Antikörpers erklärbar ist. 
Für das Anlocken neutrophiler Granulozyten zum geschädigten Hirnparenchym wer-
den das primär von Astrozyten produzierte CXCL-1 (murines Homolog für IL-8) 
(Gelderblom et al, 2012) sowie CXCL-2 und CXCL-8 (IL-8) verantwortlich gemacht 
(Kostulas et al., 1998; Roy et al., 2012; Wu et al., 2015). Lokal führt die Ausschüt-
tung von Prostaglandinen, Bradikinin, Histamin und NO (Kim et al., 2014) über Va-
sodilatation zu einer Strömungsverlangsamung, die die hydrodynamische Migration 
der neutrophilen Granulozyten zur Zellwand begünstigt. Eine zunächst transiente 
Interaktion (Rollen, engl. Rolling) zwischen Endothel, Leukozyten und Thrombozyten 
mittels E-, L- und P-Selektinen sowie PSGL-1 wird durch eine intergrinvermittelte 
Bindung mit granulozytärem CD11a/CD18 (LFA-1) und endothelialem ICAM-1 (Bin-
dung, engl. Tethering) abgelöst (Russell et al., 2003, Yilmaz et al., 2008). Eine wei-
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tere Verstärkung der Endothelanhaftung erfolgt mithilfe von CD11b/CD18 (MAC-1) 
und ICAM-1 (Kriechen, engl. Crawling) (Phillipson et al., 2006; Wong et al., 2010). 
An geeigneter Stelle durchwandern Granulozyten schließlich die Zellwand transzel-
lulär bzw. parazellulär. Die Fortbewegung erfolgt entlang eines Chemokingradienten 
durch Polymerisation und Depolymerisation des Zytoskeletts sowie lokalisierter Vo-
lumenänderung durch Ionentransporter, wodurch neutrophile Granulozyten eine 
längliche Morphologie annehmen (Ehrengruber et al., 1996; Volk et al., 2008). Dem-
nach zeigen stark gefäßadhärente, transmigrierende oder an Gefäßverzweigungen 
befindliche neutrophile Granulozyten eine stäbchenförmige bzw. sternförmige Ge-
stalt. Im Gegensatz dazu weisen schwach gebundene oder im Gewebe lokalisierte 
Neutrophile eine runde Form auf (Audoy-Rémus et al., 2008; Roy et al., 2012). 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Granulozytenmigration. Durch Schärstress und va- 
sodilatierende Substanzen werden neutrophile Granulozyten mittels hydrodynamischer Migration in 
Endothelnähe gedrängt, wo sie eine transiente Interaktion zwischen Selektinen und ihren Liganden 
eingehen (Rollen). Potenziert wird die Adhäsion durch Thrombozytenaggregation. Eine weitere Ver-
stärkung der Endothelbindung erfährt der Neutrophile durch das Zusammenspiel aus ß2-Integrinen 
und ICAM-1 (Binden und Kriechen). Hierbei erhält er zur Vergrößerung der Bindungsfläche eine läng-
liche Morphologie. An geeigneter Stelle transmigriert der neutrophile Granulozyt mithilfe von PCAM 
oder PECAM ins Parenchym wo er erneut eine runde Form annimmt. 
Frühe Arbeiten konnten zeigen, dass es durch massive Ansammlung von neutrophi-
len Granulozyten in den Kapillaren des Infarktgebietes zu mikrovaskulären Okklusi-
onen und dadurch zu einer erneuten Verschlechterung der Reperfusion (engl. No-
Reflow) kommt (del Zoppo et al., 1991; Yilmaz and Granger, 2008). Verstärkt wird 
die Thrombusbildung durch Aktivierung von Thrombozyten mithilfe von Cathepsin G 
(Nauder et al., 2013) und der extrinsischen Gerinnungskaskade durch Freisetzung 
von Tissue Factor (TF) (Darbousset et al., 2012). Thrombozyten führen indirekt über 
Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems zur Verstärkung des Zellödems und sezer-
nieren zudem Zytokine (Müller und Renne et al., 2008). Für das Zusammenspiel von 
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Thrombozyten und Leukozyten wurde der Begriff der Thromboinflammation geprägt 
(Nieswandt et al., 2011). Eine erhöhte lokale Ansammlung von neutrophilen Gra-
nulozyten verlangsamt den Fluss und fördert die Extravasation. Vor Ort führen sie 
mit der Ausschüttung von Enzymen wie der Matrix-Metalloproteinase und Neutrophi-
len Elastase (Gidday et al., 2005; Ikegame et al., 2010) direkt oder durch den Respi-
ratory Burst mit Erzeugung von reaktiven Sauerstoffspezies durch NADPH-Oxydase, 
Myeloperoxydase und NO-Synthetase (Matsuo et al., 1994; Iadecola et al., 1995; 
Chen et al., 2009) indirekt zur Gewebeschädigung. Nach Kopplung von Thrombozy-
ten an Toll-like-Rezeptoren können neutrophile Granulozyten sogenannte Neutrophil 
Extracellular Traps (NETs) ausbilden, wobei sich nach Dekondensierung des Chro-
matins ein netzförmiges Gebilde außerhalb der Zelle formiert, an dem antimikrobielle 
Proteine, Histone und aus den Granula stammende Proteasen haften (Brinkmann et 
al., 2007; Papayannopoulos et al., 2010). Neben Schädigung von Umgebungsstruk-
turen wird durch die Formierung von NETs auch die Thromboinflammation vorange-
trieben (Fuchs et al., 2010). Andererseits könnten neutrophile Granulozyten in der 
Reparaturphase auch einen positiven Einfluss nehmen, da Mikrogliazellen und Mak-
rophagen nach Phagozytose der apoptotischen Granulozyten veranlasst werden, 
antiinflammatorisch zu agieren und den Prozess der Gewebereparatur zu unterstüt-
zen (Cuartero et al., 2013; Serhan et al., 2005). 
Weil die schädigenden Eigenschaften überwiegen, bestand die Annahme, dass das 
Verhindern der Einwanderung von neutrophilen Granulozyten zu einem reduzierten 
Infarktvolumen und zu einem besseren Outcome führe. Präklinische Studien in 
Kleintiermodellen versprachen eine gute Wirksamkeit diverser Ansätze, die vor allen 
Dingen die Unterbrechung der Granulozyten-Endothel-Interaktion zum Ziel hatten. 
Doch weder Studien zum vielversprechenden monoklonalen Antikörper gegen  
ICAM-1, Enlimumab, noch solche, welche auf das β2-Integrin CD18 zielten, konnten 
einen signifikanten Unterschied zwischen Placebo- und Verum-Gruppe darstellen 
(Schneider et al., 1998; Enlimomab Acute Stroke Trial Investigators, 2001; del Zop-
po et al., 2010). Womöglich wurden immunologische Prozesse initiiert, die aufgrund 
der Komplexität der inflammatorischen Reaktion nach einem Schlaganfall noch nicht 
verstanden werden. 
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1.3 Der Granulozyten Kolonie-stimulierende Faktor 
1.3.1 G-CSF im Schlaganfall 
Da der G-CSF-Rezeptor auch auf Neuronen und Endothelzellen exprimiert wird und 
folglich einen Einfluss auf diese Zellen haben muss, wurde G-CSF erstmals vor ca. 
10 Jahren als therapeutisches Target im experimentellen Schlaganfall untersucht 
(Six et al., 2003). Mittlerweile wurde eine Vielzahl von Arbeiten veröffentlicht (siehe 
Review England et al., 2009; Minnerup et al., 2008), die bis auf wenige Ausnahmen 
eine signifikante Reduktion des Infarktvolumens und eine Verbesserung der neuro-
logischen Funktionen unter G-CSF zeigten. Als Mechanismen wurden eine verbes-
serte Geweberegeneration durch G-CSF-mobilisierte Stammzellen sowie direkte 
neuroprotektive Effekte vermutet, da G-CSF die Blut-Hirn-Schranke überwinden 
kann. 
In In-vitro-Kulturen an Körnerzellen aus dem Kleinhirn wurden erstmals die anti-
apoptotischen Eigenschaften von G-CSF nachgewiesen (Schäbitz et al., 2003). Wei-
tere experimentelle Schlaganfallstudien konnten demonstrieren, dass verschiedene 
unabhängige Signalkaskaden nebeneinander ablaufen. Neben der Aktivierung von 
JAK2/STAT3 zur Transkription von Wachstumsfaktoren und Zytokinen werden ERK 
1/2/5 angesteuert und durch Erhöhung von cIAP2 die Caspase 3 gehemmt (Schnei-
der et al., 2005; Solaroglu et al., 2009). Ein essentieller Signalweg wirkt über Phos-
phatidylinositol-3-kinase (PI3K) / Proteinkinase B (Akt) durch Glykogen-Synthase-
Kinase (GSK-3β) und Bcl-2 in Neuronen antiapoptotisch (Pap et al., 1998; Schneider 
et al., 2005; Li et al. 2015). Zudem belegten Ergebnisse weiterer In-vitro-Studien den 
funktionellen Einfluss von G-CSF auf die Differenzierung adulter neuronaler Vorläu-
ferzellen über die Expression von neuronalen Markern wie β-III-Tubulin und neuro-
nenspezifischer Enolase (Schneider et al., 2005). Nach Ischämie trägt die Aktivie-
rung des G-CSF-Rezeptors zur Proliferation, Differenzierung und zum selektiven 
Fortbestehen neuronaler Progenitorzellen des subventrikulären Kortex, Bulbus olfac-
torius und Hippokampus beider Hemisphären bei, wodurch die Neurogenese unter-
stützt wird (Schneider et al., 2005). In zur Läsion angrenzenden Arealen wie dem 
Kortex und Striatum wurde zwar auch eine gesteigerte Proliferation aufgezeigt aber 
ohne dabei signifikant mehr reife Neurone zu generieren (Schneider et al., 2005). 
Ein weiterer neuroprotektiver Effekt entsteht durch den Ausbau und die Neubildung 
von Gefäßen im Ischämiegebiet. Zum einen verstärkt G-CSF vorwiegend in lepto-
meningealen Gefäßen die Arteriogenese durch Ausbildung von kollateralen Arterien 
aus präformierten Kapillaren. Zum anderen wird das Aussprossen neuer Gefäße 
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über die Angiogenese angeregt. Dabei zeigte ein früher Therapiebeginn an Tag 1 
eine höhere Endothelproliferation verglichen mit einem Beginn an Tag 7 (Lee et al., 
2005). Unterstützt werden die Prozesse durch die Sekretion von Wachstumsfaktoren 
migrierender monozytärer Makrophagen (Sugiyama et al., 2011; Duelsner et al., 
2012). Eine weitere mögliche Wirkungsweise ist die Ausschüttung von VEGF durch 
zierkulierende Neutrophile (Ohki et al., 2005). 
 
Abbildung 3: Nichtimmunologische Effekte von G-CSF. Aufgrund der verbreiteten Expression des 
G-CSF-Rezeptors werden auch zahlreiche nichtimmunologische Prozesse durch G-CSF beeinflusst. 
Nach endogener Ausschüttung bei Ischämie oder durch iatrogene Zufuhr von G-CSF kommt es zur 
Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs wodurch nicht nur die Apoptose geschädigter Zellen ge-
hemmt, sondern die Angio- und Arteriogenese angeregt wird. Ein weiterer Mechanismus ist die Unter-
stützung der Aussprossung von Axonen genauso wie der Neuro- und Synaptogenese unter anderem 
über das Einwandern neuronaler Progenitorzellen. 
Obwohl die primäre Wirkung von G-CSF auf Immunzellen hinreichend bekannt ist, 
gibt es bisher kaum Arbeiten, die den Einfluss von G-CSF auf die postischämische 
Entzündungsreaktion untersuchen. In der Studie von Taguchi et al. konnte unter  
G-CSF eine Zunahme von infiltrierenden myeloiden Zellen im Infarktgebiet nachge-
wiesen werden, die eine kortikale Atrophie und ein schlechteres klinisches Outcome 
zur Vergleichsgruppe nach sich zog (Taguchi et al., 2007). Andererseits ließ sich 
feststellen, dass G-CSF zu einer verminderten Migration von dendritischen Zellen 
führt, die zudem durch herabgesetzte Aktivierung und Reifung eine fehlende Im-
munkompetenz aufweisen (Dietel et al., 2012). Überdies supprimiert G-CSF die Ex-
pression der proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF-α durch Neurone, Astro-
zyten und aktivierte Mikroglia (Gibson et al., 2005; Solaroglu et al., 2009). Hinzu-
kommend wird die Expression von Matrix-Metalloproteinase 9 und iNOS gehemmt, 
welche direkt oder indirekt durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies Blut-
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Hirn-Schranken-Verluste, Ödembildung und Zelluntergang bedingen (Gidday et al., 
2005; Sehara et al., 2007). 
1.3.2 Einführung 
Der Granulozyten Kolonie-stimulierende Faktor (G-CSF) ist ein 19,6 kDa großes Gly-
koprotein, das aus 174 Aminosäuren besteht. Er gehört zu einer Gruppe von Wachs-
tumsfaktoren, die trotz geringer Sequenzübereinstimmung eine ähnliche Struktur 
aufweisen (Hill et al., 1993) und die Reifung von Blutzellen regulieren. Als primärer 
Wirkmechanismus stimuliert er die Proliferation multipotenter myeloider Progenitor-
zellen sowie die Differenzierung granulozytärer Vorläuferzellen und deren Freiset-
zung aus dem Knochenmark (Christopher et al., 2007). Aufgrund seiner stammzell-
mobilisierenden Wirkung ist rekombinantes G-CSF (Fingrastin/Lenograstin) für die 
Therapie der Neutropenie nach Chemotherapie und zur Stammzellgewinnung nach 
Knochenmarksdepletion zugelassen (Levesque et al., 2008; Hölig et al., 2009). 
Während Entzündungsreaktionen wird G-CSF vor allem von Immunzellen, mesothe-
lialen Zellen und Endothelzellen produziert. Seine Wirkung beruht auf der Interaktion 
mit seinem hochaffinen Rezeptor, der nicht nur auf neutrophilen Granulozyten und 
deren Vorläuferzellen, sondern auch auf Neuronen, Monozyten, Thrombozyten und 
Endothelzellen exprimiert wird (Schneider et al., 2005). Kommt es zur Bindung von 
G-CSF an den G-CSF-Rezeptor, so werden intrazellulär über die Aktivierung von 
Kinasen und Transkriptionsfaktoren Signalkaskaden ausgelöst, die das Überleben, 
Proliferieren und Differenzieren der Zielzelle ermöglichen (Schneider et al., 2005). 
Neben der gesteigerten Neutrophilenproliferation und -reifung trägt die verminderte 
Expression des von Stromazellen stammenden Faktors 1 (SDF-1, IL-12) und seines 
Rezeptors CXCR-4, die die Freisetzung von Granulozyten aus dem Knochenmark 
und ihr Homing regulieren, zur Neutrophilie unter G-CSF bei (Christopher et al., 
2007; Levesque et al., 2009). Über die Hemmung der Cysteinprotease Calpain ver-
zögert G-CSF in vitro die Apoptose von Granulozyten, sodass diese bis zu 12 Stun-
den länger überleben (van Raam et al., 2008). Weiterhin erhöht G-CSF die Adhäsion 
von neutrophilen Granulozyten an ICAM-1 über CD11b/CD18 (MAC-1) und 
CD11a/CD18 (LFA-1) (Chakraborty et al., 2003). Hinzukommend werden Effekte auf 
die Phagozytosekapazität, Granulazusammensetzung, Produktion von ROS und den 
Resperatory Burst beschrieben, die zu einer verbesserten Funktion führen (Demetri 
et al., 1991; Carulli et al., 1995; Kaushansky et al., 2006). Gleichermaßen wird die 
Ausbildung von NETs stimuliert (Schoergenhofer et al., 2017), die Freisetzung von 
Zytokinen wie TNF-α und IL-8 aber vermindert (Fukuzono et al., 2010). 
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Abbildung 4: Immunologische Effekte von G-CSF. Die Abbildung fasst die immunmodulatorischen 
Eigenschaften von G-CSF zusammen. Seine hauptsächliche Aufgabe ist die gesteigerte Proliferation 
neutrophiler Vorläuferzellen und das verlängerte Überleben sowie die verbesserte Funktionalität neu-
trophiler Granulozyten. Zusätzlich führt er zur Mobilisierung von Neutrophilen und Stammzellen aus 
dem Knochenmark und regt die Produktion und Adhäsion von Monozyten an. Auf der anderen Seite 
hemmt er die Bildung von T-Zellen und proinflammatorischen Zytokinen, führt zu einer Verschiebung 
Richtung Th2-Antwort mit verminderter Aktivierung von Monozyten und Makrophagen und unterstützt 
die Immuntoleranz durch vermehrte Produktion von regulatorischen T-Zellen, Mobilisation von Typ2-
dendritischen Zellen sowie gesteigerter Produktion von antiinflammatorischen Zytokinen. 
Mittlerweile ist klar, dass G-CSF, über die Wirkung auf neutrophile Granulozyten 
hinaus, das Immunsystem in vielfältiger Weise moduliert. Während nach G-CSF-
Administration zwar eine Monozytose detektiert werden kann, wird im Gegenzug die 
monozytäre Sekretion von TNF-α, IL-12 und IL-1β gedämpft, wodurch eine antiin-
flammatorische Wirkung auf T-Zellen erzielt wird. MCP-1 und IL-10 hingegen steigen 
an (Boneberg et al., 2000; Saito et al., 2002). Infolge wurde die IL-10-abhängige 
Mobilisation von Typ2-dendritischen Zellen beobachtet, die wiederum die Expression 
von IL-4 und IL-10 in T-Lymphozyten initiieren und somit eine Th2-Antwort unter-
stützten (Arpinati et al., 2000; Rutella et al., 2004). Durch die Ausdifferenzierung von 
T-Helferzellen zugunsten des Th2-Phänotyps werden im peripheren Blut erniedrigte 
Spiegel von IFN-γ und IL-2 detektiert (Pan et al., 1995), sodass die Proliferation von 
Effektor-T-Zellen gehemmt und ebenfalls weniger proinflammatorische Zytokine 
ausgeschüttet werden (Franzke et al., 2006). Dies wird zusätzlich durch verstärkte 
Produktion von regulatorischen T-Zellen und Bildung einer Subpopulation von den-
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dritischen Zellen, welche regulatorische T-Zellen aktivieren, unterstützt (Rutella et 
al., 2007). 
1.3.3 Präklinische Schlaganfallstudien mit G-CSF 
In den zahlreichen präklinischen Therapiestudien mit G-CSF im Schlaganfall zeigte 
sich eine durchschnittliche Reduktion des Infarktvolumens um 42 % sowie eine sig-
nifikante Verbesserung der sensomotorischen Ausfälle von 24 % bis 40 % (Minnerup 
et al., 2009). G-CSF wurde weltweit in verschiedenen randomisierten, kontrollierten, 
verblindeten experimentellen transienten und permanenten Schlaganfallmodellen 
eingesetzt. Zur Anwendung kamen unter anderem das Filamentmodell und die pho-
tothrobotische Ischämieinduktion in Tierspezies wie der Ratte und der Maus (Lan-
franconi et al., 2011). Auch Studien mit Ratten, die unter klassischen Komorbi-
ditäten wie arterieller Hypertonie und Diabetes mellitus litten oder ein höheres Alter 
aufwiesen (Zhao et al., 2007; Lan et al., 2008; Popa-Wagner et al., 2010), bestätig-
ten die o. g. Ergebnisse. Hinsichtlich des funktionellen Outcomes konnten Kurzzeit- 
und Langzeiteffekte gemessen werden. Besonders erfreulich ist die nachweisliche 
Effektivität von G-CSF auch nach dem sonst üblichen kurzen Zeitfenster anderer 
Schlaganfalltherapeutika. Selbst 24 Stunden nach Ischämiebeginn und sogar im In-
tervall war die Applikation von G-CSF erfolgreich (Minnerup et al., 2008; England et 
al., 2009). Die meisten präklinischen Studien, die mit Mäusen und Ratten durchge-
führt wurden, arbeiteten mit einer Dosis von 50 μg/kgKG bis 60 μg/kgKG. Aber auch 
Studien mit 10 μg/kgKG und deutlich höheren Dosen von 300 μg/kgKG wurden um-
gesetzt (Lanfranconi et al., 2011). 
1.3.4 klinische Schlaganfallstudien mit G-CSF 
Aufgrund der robusten präklinischen Datenlage wurden einige klinische Studien 
durchgeführt, die sich mit der Wirkung von G-CSF im menschlichen Schlaganfall 
beschäftigen (Bath et al., 2013; England et al., 2015). Die größten und bekanntesten 
sind die prospektiven, doppelblinden und randomisierten kontrollierten Studien AXIS 
und AX200. Um die Frage nach der Sicherheit und geeigneten Dosis von G-CSF zu 
klären, wurde die Phase-IIa-Studie AXIS mit 44 Patienten durchgeführt. Einge-
schlossen wurden Patienten zwischen 18 und 85 Jahren mit einem Infarkt der mittle-
ren Hirnarterie (NIHSS 4-22 Punkte), dessen Symptome nicht länger als 12 Stunden 
bestanden. Klinische (modified Ranking Scale (mRS), NIHSS, Barthel-Index), bild-
morphologische (MRT-Aufnahmen inklusive DWI) und laborchemische Parameter 
wurden zu verschiedenen Zeitpunkten bis maximal 90 Tage nach dem Hirninfarkt 
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aufgezeichnet. Es kam zwar zu einer Leukozytose durch neutrophile Granulozyten, 
Monozyten und T-Lymphozyten innerhalb der ersten 3 Tage nach Therapiebeginn, 
doch sowohl die Sicherheit, als auch die Infarktgröße blieben ohne nennenswerten 
Einfluss. Es konnten keine vermehrten thrombembolischen Ereignisse in den Ve-
rum-Gruppen detektiert werden und die Anwendung von G-CSF war sogar noch in 
hohen Dosen (180 μg/kgKG) verträglich. Mitursächlich dafür könnte der antiinflam-
matorische Effekt durch den signifikanten Abfall des IFN-γ-Spiegels sowie die ten-
denziell verminderten Spiegel von IL-12 und TNF-α darstellen. Trotz fehlenden Ein-
flusses auf die klinische Verbesserung und das generelle Infarktwachstum bei gerin-
ger Fallzahl war der Umstand, dass Patienten mit einem inital größeren Diffusions-
defizit und kortikalem Infarkt offensichtlich von der G-CSF-Therapie profitierten 
(Schäbitz et al., 2010), als positiv zu bewerten. Daher wurde die multizentrische 
Phase-IIb-Studie AX200 als Effektivitätsstudie angeschlossen. Da eine gute Sicher-
heit bewiesen wurde, aber die höchste Dosis keinen Zugewinn der Wirksamkeit er-
brachte, entschied man sich für die zweithöchste Dosis von 135 µg/kgKG G-CSF, 
welches nach initialem Bolus über 72 Stunden intravenös verabreicht wurde. Einge-
schlossen wurden 328 Patienten mit einem Mediainfarkt größer als 15 ml in der DWI 
und Therapiebeginn innerhalb von neun Stunden nach Symptombeginn. Wie in der 
AXIS-Studie wurden klinische, laborchemische und bildmorphologische Daten ver-
glichen. Doch weder der primäre (mRS) noch der sekundäre Endpunkt (NIHSS) mit 
einem Unterschied der G-CSF- und Placebogruppe nach 90 Tagen wurden erreicht. 
In der G-CSF-Gruppe konnten im initialen MRT bei Aufnahme sogar größere Infarkt-
volumina gemessen werden. Die Endausdehnung blieb allerdings in beiden Gruppen 
ohne signifikanten Größenunterschied, sodass G-CSF vermutlich einen Einfluss auf 
das Infarktwachstum hatte. Es ließen sich, wie auch in anderen Studien, erwartungs-
gemäß gesteigerte Leukozytenzahlen mit vermehrtem Auftreten von Neutrophilen 
und Monozyten aufzeichnen. Weiterhin wurde ein signifikant niedrigeres Level von 
IL-1 gemessen. Entgegen bisheriger Ergebnisse konnte zudem ein Einfluss auf 
Kreislaufparameter mit einem Anstieg der Temperatur und Herzfrequenz bei Abfall 
des arteriellen Mitteldrucks sowie Elektrolyte mit Hypokaliämie festgestellt werden. 
Als Erklärungsansätze für das Scheitern der Studie nannten die Autoren die mögli-
che Verfälschung des Effekts von G-CSF durch die gleichzeitige Gabe von rt-PA, die 
große Zahl an teilnehmenden Zentren und der mit neun Stunden zu großzügig ge-
fasste Zeitraum des Therapiebeginns, obwohl jeweilige Subgruppenanalysen dies 
nicht bestätigen konnten. Weiterhin wird angeführt, dass die gewählte Dosis von 
135 µg/kgKG, trotz gegenteiliger Ergebnisse in der AXIS-Studie, zu niedrig war und 
dass eine längere Therapiedauer gegebenenfalls erfolgreicher gewesen wäre. Zu-
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dem werden die erstmals detektierten Veränderungen der physiologischen Parame-
ter als möglicher Grund für den ausbleibenden Erfolg diskutiert. 
Weitere randomisierte, placebokontrollierte Studien brachten maßgeblich kleinere 
Fallzahlen auf und zeigten erhebliche Unterschiede im Studiendesign, so z. B. in der 
Wahl der Dosis, des Therapie- oder des Untersuchungszeitpunktes. In der Zusam-
menschau wurde die G-CSF-Therapie zwar als gut tolerabel und sicher eingestuft, 
es konnte jedoch keine signifikante Änderung hinsichtlich des funktionellen Out-
comes oder Todes verzeichnet werden bei signifikant erhöhten Leukozytenzahlen 
(Sprigg et al., 2006; Shyu et al., 2006; Lanfranconi et al, 2011; Bath et al., 2013). 
1.4 Dosistranslation von experimentellen zu klinischen Studien 
Letztendlich zeigten klinische Studien ernüchternde Ergebnisse nach vielverspre-
chender robuster präklinischer Datenlage. Eine mögliche Erklärung könnte der nega-
tive Einfluss der verstärkten Leukozyten- und Neutrophilenmobilisation auf die post-
ischämische Entzündungsreaktion sein, wie o. g. Daten vermuten lassen. Trotz des 
Nachweises umfangreicher immunologischer Wirkungen von G-CSF in präklinischen 
Studien wurde der Einfluss auf die postischämische Inflammation im Gehirn kaum 
untersucht. Umso überraschender ist der Einsatz vielfach höherer Dosen von G-CSF 
in klinischen Studien als in den erfolgreichen präklinischen Arbeiten. Um die Dosis 
von einer Spezies auf andere übertragen zu können, müssen Korrekturfaktoren wie 
Blutvolumen, Zirkulationszeit, zirkulierende Plasmaproteine, Clearance, Sauerstoff-
verbrauch, kalorische Ausgaben und der basale Metabolismus beachtet werden, 
wobei dies als Allometrie bezeichnet wird (Blanchard et al., 2015). Eine Möglichkeit 
zur allometrischen Berechnung der humanen Äquivalenzdosis (engl. Human Equiva-
lent Dose, HED) unter Einbezug der Körperoberfläche (engl. Body Surface, BSA) 
bietet Reagan-Shaw, welche als Grundlage vieler klinischer Studien diente (Blan-
chard et al., 2015), da sie auf zahlreiche Säugetiere angewendet werden kann  
(Reagan-Shaw et al., 2008). Übersetzt man anhand dieser Formel die in der AX200-
Studie und den präklinischen Studien verwendeten Dosierungen, fällt eine gewaltige 
Diskrepanz zwischen den murinen und humanen Dosen auf. Während in den erfolg-
reichen präklinischen Studien überwiegend mit 50 µg/kgKG gearbeitet wurde, fand in 
der klinischen Studie AX200 mit 135 µg/kgKG eine mehr als zehnfache murine Dosis 
von G-CSF Anwendung, die nach Umrechnung eine kumulative Gesamtdosis über 
drei Tage von 1665 µg/kgKG für Mäuse bedeuten würde. 
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2 Zielstellung der Arbeit 
Aus den obigen Ausführungen ergibt sich die Frage, inwieweit sich immunologische 
Einflüsse, insbesondere die verstärkte Neutrophilenmobilisation durch G-CSF, nega-
tiv auf die Entzündungsreaktion im schlaganfallgeschädigten Gehirn ausgewirkt ha-
ben und somit für die gescheiterte Translation der vielversprechenden präklinischen 
Daten verantwortlich sind. Dies gilt umso mehr, als dass in der AX200-Studie eine 
mehr als zehnfach höhere Dosis eingesetzt wurde als in der Mehrheit der präklini-
schen Studien. Für die Reduktion der Infarktgröße und funktionellen Erholung ließ 
sich eine Dosisabhängigkeit aufzeigen (Minnerup et al., 2008). Für immunologische 
Parameter wurden dafür bisher nur wenige Nachweise geführt. Ziel dieser Arbeit war 
es daher, den Einfluss von G-CSF in der üblicherweise präklinisch eingesetzten Do-
sierung von 50 µg/kgKG sowie der murinen Äquivalenzdosis der AX200-Studie auf 
die frühe Entzündungsreaktion nach einem Schlaganfall zu untersuchen. Als Ver-
gleich dienten eine Schlaganfallgruppe ohne G-CSF-Therapie, eine Scheinschlagan-
fallgruppe sowie naive Mäuse. Zum Analysezeitpunkt 24 Stunden nach Ischämie 
war der Peak der Neutrophileninfiltration zu erwarten. Mittels der Filamentmethode 
wurde ein ischämischer Schlaganfall im Mausmodell ausgelöst und das Hirninfiltrat 
durchflusszytometrisch analysiert. Aufwendige histologische Untersuchungen er-
laubten ergänzende Aussagen zur Morphologie und räumlichen Verteilung der neu-
trophilen Granulozyten. Darüber hinaus wurden die Immunzellpopulationen im Blut 
untersucht, um Aufschlüsse über periphere beziehungsweise systemische Effekte 
unterschiedlicher Dosierungen von G-CSF zu erhalten. 
Aus dieser Zielstellung ergaben sich folgende Fragen: 
1. Führt G-CSF in niedriger und/oder hoher Dosierung zu einer verstärkten 
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in das schlaganfallgeschädig-
te Gehirn? 
2. Nimmt G-CSF (dosisabhängig) weitere Einflüsse auf die Zusammensetzung 
des frühen entzündlichen Infiltrats im Gehirn? 
3. Verändert G-CSF neben möglichen quantitativen Effekten auch die räumli-
che Verteilung bzw. die Zellmorphologie einwandernder neutrophiler Gra-
nulozyten? 
4. Unterscheiden sich periphere immunologische Wirkungen des G-CSF (do-
sisabhängig) nach Schlaganfall? 
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3 Material und Methoden 
3.1 Versuchstiere 
Versuchstiere waren 10 bis 14 Wochen alte männliche Mäuse des Inzuchtstamms 
C57BL/6 mit einem Körpergewicht von 25 g bis 30 g, die von Charles River Labora-
tories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen wurden. Die Haltung der Mäuse erfolgte art-
gerecht und schonend im institutseigenen Tierstall mit freiem Zugang zu Futter und 
Wasser. Ein Tag-Nachtrhythmus von jeweils 12 Stunden wurde eingehalten. Das 
Versuchsvorhaben wurde durch die Landesdirektion Leipzig unter der Protokoll-
nummer TVV 12/11 genehmigt. Als Grundlage für die Durchführung und Dokumen-
tation der Experimente dienten die ARRIVE-Richtlinien (Kilkenny et al., 2010). Alle 
experimentellen Prozeduren wurden streng nach den Tierschutzvorgaben des Re-
gierungsbezirks Leipzig durchgeführt. 
3.2 Schlaganfallmodell 
Der Schlaganfall wurde in dieser Arbeit durch den transienten proximalen Ver-
schluss der mittleren Hirnarterie mithilfe eines Filaments (tMCAO) ausgelöst. Hierbei 
handelt es sich um das am häufigsten angewandte Modell eines experimentellen 
Schlaganfalls, das sich durch eine Reproduzierbarkeit von Infarktvolumina und  
-lokalisation sowie eine variabel wählbare Verschlusszeit auszeichnet (Engel et al., 
2011; Canazza et al., 2014). Diese Prozedur wurde bei allen Tieren von Frau Dr. 
med. G. Weise nach publiziertem Standard „Operating Procedures“ für das tMCAO-
Modell durchgeführt (Dirnagl et al., 2009). 30 Minuten vor dem operativen Eingriff 
wurde den Mäusen zur Analgesie 4 mg/kgKG Carprofen subkutan in die Nackenfalte 
appliziert. 
Für die tMCAO wurde das Versuchstier in eine tiefe Inhalationsnarkose versetzt. Die 
Körpertemperatur wurde während der Operation mithilfe eines regulierbaren Heiz-
kissens kontinuierlich im Bereich von 37,0 °C bis 37,5 °C gehalten. Über einen mit-
telliniennahen Hautschnitt am Hals erfolgte die stumpfe Präparation der rechten A. 
carotis communis bis zur Bifurkation in die äußere und innere Halsschlagader. Nach 
Ligatur der rechten A. carotis communis und A. carotis externa wurde ein Gefäßclip 
über der rechten A. carotis interna positioniert. Anschließend wurde die A. carotis 
communis distal der Ligatur eröffnet und ein dünner silikonbeschichteter Faden in 
das Gefäß eingeführt, der bis zum Abgang der A. cerebri media vorgeschoben wur-
de (Abbildung 5 A). Nach 45-minütiger Okklusionszeit wurde der Faden entfernt. Die 
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Reperfusion der mittleren Hirnarterie war durch eine prompte Blutung aus der Inzisur 
der A. carotis communis zu erkennen. Sie ist auf eine Kollateralisierung über den 
Circulus Willisii zurückzuführen. Unmittelbar nach dem Fadenzug musste die A. ca-
rotis communis daher distal des eröffneten Gefäßes verschlossen werden. Im An-
schluss erfolgte die Hautnaht mit resorbierbarem Faden in Rückstichtechnik. Zur 
Volumensubstitution erhielt das Versuchstier ein subkutanes Depot körperwarmer 
isotoner Kochsalzlösung (1 ml pro Maus). 
Abbildung 5 B zeigt einen exemplarischen Hirninfarkt der rechten Hemisphäre. Der 
Infarktkern liegt bei diesem Modell im Bereich der Basalganglien, die bereits nach 
30-minütiger Verschlusszeit infarziert sind. Bei 45-minütiger Verschlusszeit, wie in 
dieser Arbeit, dehnt sich der Infarkt auf den angrenzenden parietotemporalen, und in 
geringem Maß auch okzipitalen Kortex aus. 
 
Abbildung 5: Transient Middle Cerebral Artery Occlusion (tMCAO) mit resultierendem Infarkt- 
gebiet. (A) Beim transienten Verschluss der mittleren Hirnarterie wird nach Ligatur der proximalen A.  
carotis communis und der A. carotis externa sowie vorübergehendem Clipping der A. carotis interna 
die A. carotis communis distal der Ligatur eröffnet und ein Silikonfaden eingeführt, der bis zum Ab-
gang der A. cerebri media vorgeschoben wird. Dieser wird nach 45-minütiger Verschlusszeit wieder 
entfernt (Beispiel für linke A. cerebri media). (B) Es resultiert ein Infarktgebiet im Bereich der Stamm-
ganglien (Infarktkern), das sich auf Anteile des parietalen, temporalen und geringer auch okzipitalen 
Kortex ausdehnt, wie in dem repräsentativen Koronarschnitt eines Maushirns mit rechtshemisphäriel-
lem Infarkt (Nissl) zu erkennen ist. 
3.3 Ein- und Ausschlusskriterien 
Folgende Ausschlusskriterien wurden definiert: I) Operationszeit > 15 Minuten II) 
fehlende Reperfusion nach Fadenzug III) OP-Komplikationen, wie Verletzung des N. 
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vagus oder exzessive Blutungen. Von der Auswertung wurden 8 Tiere von insge-
samt 65 Tieren ausgeschlossen (n = 1 Scheinschlaganfall, n = 3 MCAO, n = 3  
G-CSF ND, n = 1 G-CSF HD). Ein Versuchstier konnte nicht in die Auswertung ein-
bezogen werden, da Probleme bei der Probenaufarbeitung auftraten. Alle Mäuse 
überlebten die ersten 24 Stunden nach Operation. 
3.4 Versuchsplan 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob und inwieweit der Wachs-
tumsfaktor G-CSF dosisabhängig die Einwanderung neutrophiler Granulozyten in 
das Gehirn nach einem experimentellen Schlaganfall verändert. Zu diesem Zweck 
wurde das Gehirn von C57BL/6-Mäusen 24 Stunden nach Induktion eines Schlagan-
falls bzw. nach Scheinoperation mittels Durchflusszytometrie (Quantifizierung) und 
Immunhistochemie (Quantifizierung mittels manueller Zählung und Bestimmung der 
räumlichen Verteilung) untersucht. Die Auswertungen am ischämischen Gehirn wur-
den durch eine durchflusszytometrische Analyse des peripheren Blutes ergänzt, um 
mögliche periphere Immuneffekte durch die G-CSF-Behandlung zu detektieren. Da-
neben wurden mit prozentualer Gewichtsabnahme und absolutem Milzgewicht phy-
siologische Daten der Tiere erhoben. Neurologische Endpunkte wie das Infarktvolu-
men und der funktionelle Outcome nach 24 Stunden waren nicht Teil dieser Arbeit. 
 
Abbildung 6: Versuchsablauf. Die Abbildung veranschaulicht den zeitlichen Ablauf des Versuches. 
Den Experimentalgruppen wurde entweder 5 %ige Glukoselösung (GCL) oder G-CSF in niedriger 
(GCSF ND) beziehungsweise hoher (GCSF HD) Dosierung unmittelbar nach der Operation (OP) und 
12 Stunden später intraperitoneal verabreicht. Nach 24 Stunden wurden die Tiere euthanasiert (E) 
und Durchflusszytometrie (FACS) sowie Immunhistochemie (IHC) als Endpunktanalysen durchge-
führt. Zusätzlich wurde das Körpergewicht (vor und 24 Stunden nach Schlaganfall) und Milzgewicht 
bestimmt. 
Insgesamt wurden fünf Experimentalgruppen gebildet und in einer Blindstudie unter-
sucht. Dabei wurde den Versuchstieren nach Auslösung eines Schlaganfalls der 
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Wachstumsfaktor G-CSF entweder in einer niedrigen (Niedrigdosis, GCSF ND) oder 
hohen Dosis (Hochdosis, GCSF HD) verabreicht. Tieren der Versuchsgruppe MCAO 
wurde nur die Trägerlösung appliziert (MCAO). Als Kontrollgruppe für den Schlagan-
fall dienten scheinoperierte Mäuse (Schein). Naive Mäuse (Naiv), die keiner operati-
ven Prozedur unterzogen wurden, wurden ergänzt, um einen Ausgangswert ohne 
Manipulation erheben zu können. 
Versuchsgruppe Anzahl IHC FACS-Blut FACS-Hirn 
GCSF HD 3 6 6 
GCSF ND 3 6  6* 
MCAO 3 5 7 
Scheinschlaganfall - 3 4 
Naiv - 3 3 
 
Tabelle 1: Übersicht der Experimentalgruppe. Die Tabelle zeigt die Anzahl der Tiere, welche pro 
Experimentalgruppe für die Durchflusszytometrie beziehungsweise Immunhistochemie genutzt wur-
den. * kennzeichnet einen Ausschluss durch Prozessierungsfehler. 
3.5 Behandlung mit G-CSF 
In der vorliegenden Arbeit wurde das kommerziell erhältliche G-CSF-Humanpräparat 
Neupogen (Amgen GmbH, München) verwendet. Die Dosierung für die Niedrigdosis-
gruppe wurde den erfolgreichen präklinischen Vorgängerstudien entlehnt, die sich 
mit den neuroprotektiven und -regenerativen Eigenschaften von G-CSF im Schlag-
anfall beschäftigten (England et al., 2009; Lanfranconi et al., 2011). In der Niedrigdo-
sisgruppe wurden daher 50 µg/kgKG unmittelbar nach Auslösung des experimentel-
len Schlaganfalls intraperitoneal verabreicht. Für die Hochdosisgruppe wurde die in 
der AX200-Studie (Ringelstein et al., 2013) innerhalb der ersten 24 Stunden einge-
setzte humane Dosis von 67,5 µg/kgKG mittels folgender, auf die Körperoberfläche 
normalisierter Formel nach Reagan-Shaw (Reagan-Shaw et al., 2008) auf den  
Mausorganismus umgerechnet. 
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 (2) 
mit HED: humane Äquivalenzdosis (engl. Human Equivalent Dose) 
Km murin = 3 
Km human = 37 
 
Anstelle der kontinuierlichen Gabe, wie in der AX200-Studie, wurden zwei Einzeldo-
sen, und zwar unmittelbar nach der Operation und 12 Stunden später appliziert. In 
der Niedrigdosisgruppe wurde zum zweiten Injektionszeitpunkt 12 Stunden postope-
rativ lediglich die Trägersubstanz in Form einer 5 %igen Glukoselösung verabreicht. 
Die MCAO- sowie Scheinschlaganfallgruppe erhielt zu beiden Applikationszeitpunk-
ten die 5 %ige Glukoselösung. Hierdurch sollte eine Beeinflussung der Ergebnisse 
durch den Applikationsvorgang und die Trägersubstanz selbst kontrolliert werden. 
Naive Versuchstiere erhielten weder den Wachstumsfaktor noch die Trägersubstanz 
um einen unbeeinflussten Ausgangswert zu erhalten. 
3.6 Euthanasie und transkardiale Perfusion 
24 Stunden nach dem ischämischen Ereignis wurden die Mäuse gewogen und an-
schließend in tiefer Inhalationsnarkose mit Isofluran durch CO2-Exposition euthana-
siert. Nach vorsichtiger Eröffnung des Brustkorbes wurden 200 ml Blut aus dem 
rechten Vorhof für die durchflusszytometrische Analyse entnommen und in Mono-
vetten überführt. Anschließend wurde eine stumpfe Kanüle in die linke Herzkammer 
eingeführt, das rechte Herzohr eröffnet und der Kreislauf mit 50 ml Hank's Balanced 
Salt Solution (HBSS, Durchflusszytometrie) oder 50 ml phosphatgepufferter Salzlö-
sung (PBS, Immunhistochemie) perfundiert. Zusätzlich erhielten Mäuse der immun-
histochemischen Analyse 50 ml einer 4 %igen Paraformaldehydinfusion um das ze-
rebrale Gewebe zu fixieren. Im Anschluss erfolgte die Dekapitation der Mäuse auf 
Höhe des zweiten Halswirbelkörpers. Das Gehirn wurde vorsichtig aus seinen ana-
tomischen Knochenstrukturen freipräpariert und entnommen. Für die durchflusszyto-
metrische Analyse erfolgte die kurzzeitige Lagerung in eisgekühltem HBSS. Danach 
wurde das Gehirn direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbe-
wahrt. Gehirne der immunhistochemischen Analyse wurden zur weiteren Fixierung 
24 Stunden in 4 %iger Paraformaldehydlösung gelagert. Zudem wurde die Milz ent-
nommen und ihr Gewicht unverzüglich mit einer Feinwaage bestimmt. 
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Abbildung 7: Versuchstier in Transportbox vor Euthanasierung und vor Probenentnahme. Die 
Euthanasierung und Probenentnahme erfolgte nach standardisiertem Protokoll. 
3.7 Quantifizierung der Leukozytenzahl im Vollblut 
Zum Schutz vor Koagulation wurde das periphere Blut unmittelbar nach Entnahme in 
Monovetten überführt, die 2 mmol EDTA-Lösung enthielten. Vor der Prozessierung 
wurde das absolute Blutvolumen bestimmt und eine durchlichtmikroskopische Quan-
tifizierung der Leukozytenzahl mithilfe einer Neubauerzählkammer vorgenommen. 
Hierfür wurden die Zellen mit Türck'scher Lösung im Verhältnis 1:10 gefärbt. Der in 
der Lösung enthaltene Eisessig bedingte eine hypotone Lyse der Erythrozyten, so-
dass die verbleibenden intakten Zellen Leukozyten darstellten. Es wurde die durch-
schnittliche Zellzahl aus der Auszählung von jeweils vier Zählquadraten ermittelt und 
nach unten stehender Formel die Gesamtzellzahl für das entnommene Blutvolumen 
errechnet. 
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               (4) 
mit VF:  Verdünnungsfaktor 
V Blut: Blutvolumen 
 
3.8 Durchflusszytometrische Aufarbeitung 
3.8.1 Lyse- und Färbeprotokoll Blut 
Für die durchflusszytometrische Analyse wurden in einem FACS-Tube 50 µl Vollblut 
mit 50 µl PBS (ohne Ca/Mg) verdünnt und für 5 Minuten inkubiert. Im Anschluss 
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wurde das Antikörpergemisch zugegeben, die Probe vorsichtig gemischt und für 20 
Minuten im Dunkeln bei 4 °C auf Eis inkubiert. Zur Erythrozytenlyse wurden 2 ml der 
zuvor im Verhältnis 1:10 in Aqua dest. verdünnten BD-Lysing Solution (BD 
Biosciences, Heidelberg) der Probe hinzugefügt. Nach erneuter Inkubation für 10 
Minuten in der Dunkelkammer auf Eis wurde das Tube bei 400 x g und 10 °C für 5 
Minuten zentrifugiert. Das Pellet wurde in 1 ml Waschpuffer (PBS + 3 %iges FCS) 
aufgenommen und abermals bei 350 x g zentrifugiert. Hiernach wurde das Pellet in 
0,3 ml PBS aufgenommen und bis zur Analyse bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Pro 
Blutprobe wurden eine Autofluoreszenzkontrolle (AFKO) und ein Panel analysiert. 
Antikörper Spezifität Verdünnung Hersteller 
CD45.2-FITC Anti-Maus 1:1000 Ebioscience, Frankfurt 
NK1.1-PE Anti-Maus 1:50 BD Biosciences, Heidelberg 
Ly6G-PerCP-Cy5.5 Anti-Maus 1:1000 BD Biosciences, Heidelberg 
CD25-PC7 Anti-Maus 1:200 Ebioscience, Frankfurt 
CD3-APC Anti-Maus 1:200 BioLegend, San Diego, USA 
CD4 efluor 780-APC-Cy7 Anti-Maus 1:200 Ebioscience, Frankfurt 
CD8 efluor 480-PB Anti-Maus 1:100 Ebioscience, Frankfurt 
B220-V500 Anti-Maus 1:50 BD Biosciences, Heidelberg 
 
Tabelle 2: Antikörperübersicht peripheres Blut. 
3.8.2 Isolation von Immunzellen aus dem Maushirn und Färbeprotokoll 
Für das Erstellen einer Einzelzellsuspension wurden die Hirnhälften mit einem Skal-
pell dreigeteilt und je ein Teil durch ein 100-µm-Zellsieb unter kontinuierlichem Spü-
len mit 15 ml kaltem HBSS homogenisiert. Die Suspensionen wurden für 5 Minuten 
bei 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet in 1 ml Verdauungs-
puffer (2 U/ml von Liberase TL (Roche, Schweiz) in HBSS mit Ca/Mg) resuspendiert. 
Der enzymatische Verdau mit Liberase TL erfolgte über 1 Stunde bei 37 °C unter 
kontinuierlicher Rotation. Nach Zugabe von 3 ml Waschpuffer (HBSS ohne Ca/Mg, 
mit 10 %igem FCS und 200 U DNAse I (Roche, Schweiz)) wurden die Zellsuspensi-
onen, gefolgt von 15 ml DNAse-freiem Waschpuffer erneut durch ein Zellsieb 
(70 µm) gestrichen. Die Proben wurden nun mit 286 x g für 5 Minuten bei 18 °C 
zentrifugiert. Für die Dichtegradientenzentrifugation wurde das Pellet anschließend 
in 5 ml 25 %iges Percoll in HBSS mit 3 %iger FCS-Lösung aufgenommen. Nach ei-
ner Zentrifugation mit 521 x g bei 18 °C für 20 Minuten ohne Bremse konnte unter-
halb des Überstandes der die Durchflusszytometrie störende Myelindebris entfernt 
werden. Das Pellet wurde erneut in 10 ml Waschpuffer suspendiert und bei 286 x g 
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und 10 °C für 5 Minuten zentrifugiert. Abschließend wurden die Zellen in 100 µl 
Waschpuffer aufgenommen. Zellausbeute sowie die Vitalität der Zellen wurden 
durch Trypanblau-Färbung in einem Hämozytometer untersucht. Für die FACS-
Analyse wurden 2,5 x 105 Zellen mit einem Anti-Maus-CD16/CD32-Fc-Rezeptor-
blocker für 10 Minuten bei 4 °C behandelt und anschließend mit dem monoklonalen 
Anti-Maus-Antikörpergemisch gefärbt. Nach 20 Minuten Inkubation bei 4 °C wurden 
die Zellen gewaschen, in 300 µl PBS mit 3 %igem FCS resuspendiert und bis zur 
Messung bei 4 °C im Dunkeln gelagert. Es wurde jeweils eine Autofluoreszenzkon-
trolle, ein Panel und ein BD TruCount Tube (BD Biosciences, Heidelberg) angefer-
tigt. 
Antikörper Spezifität Verdünnung Hersteller 
CD45.2-FITC Anti-Maus 1:100 Ebioscience, Frankfurt 
Ly6G-PerCP-Cy5.5 Anti-Maus 1:1000 BD Biosciences, Heidelberg 
CD3-PE Anti-Maus 1:200 BioLegend, San Diego, USA 
CD19-PE-Cy7 Anti-Maus 1:1000 BioLegend, San Diego, USA 
F4/80-Alexa Fluor 647-APC Anti-Maus 1:50 AbD Serotec 
Ly6C-APC-Cy7 Anti-Maus 1:200 BD Biosciences, Heidelberg 
MHCII-efluor 450-PB Anti-Maus 1:100 Ebioscience, Frankfurt 
CD11b-Horizon
 
V500 Anti-Maus 1:200 BD Biosciences, Heidelberg 
 
Tabelle 3: Antikörperübersicht Hirn. 
3.9 Durchflusszytometrische Analyse 
Bei der durchflusszytometrischen Messung wird eine Einzelzellsuspension aufgrund 
hydrodynamischer Fokussierung durch einen oder mehrere Laser geführt. Dabei 
kommt es zu einer Aussendung charakteristischer Lichtsignale, die von Detektoren 
registriert werden. Mithilfe des sogenannten Tyndall-Effektes kann die Zelle hinsicht-
lich ihrer relativen Größe, gemessen als Vorwärtsstreulicht (FSC), und ihrer relativen 
Granularität, gemessen als Seitwärtsstreulicht (SSC), analysiert werden. Zudem ist 
eine Unterscheidung durch Bindung spezifischer, fluoreszenzmarkierter Antikörper 
an Oberflächenproteine möglich. Hier macht man sich die Stokes-Verschiebung 
zunutze, bei der es nach Anregung eines Fluorochroms zur Aussendung von Licht 
geringerer Wellenlänge kommt. 
In der vorliegenden Arbeit wurden die Proben durch einen verblindeten Untersucher 
mit dem 3-Laser-Durchflusszytometer FACSCanto II (BD Biosciences, Heidelberg), 
das die Unterscheidung von acht Fluorochromen erlaubt, gemessen. Das Durch-
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flusszytometer war mit der Software FACSDiva (BD Biosciences, Heidelberg) aus-
gestattet. Im Anschluss erfolgte die Auswertung der Daten mit der Software FlowJo 
Vx (Tree Star, Inc., Ashland, USA). 
 
Abbildung 8: Gatingschema für Single Cell Gate. Die Abbildung zeigt die Gatingschemata des 
Single Cell Gates für peripheres Blut und Hirn. 
Zunächst wurden die lebenden Einzelzellen mittels Single Cell Gate (Abbildung 8) 
und Life Gate ausgewählt. Nachfolgend konnten die Subklassifizierungen anhand 
der charakteristischen Oberflächenantigene vorgenommen werden (siehe 4.1.2 und 
4.1.3). Die absolute Zellzahl der Leukozytensubpopulationen konnte nach Multiplika-
tion der Leukozytenzahl mit dem prozentualen Anteil aus der durchflusszytometri-
schen Analyse berechnet werden. Für das periphere Blut wurde die absolute Leuko-
zytenzahl, wie oben beschrieben, durch Auszählung in einer Neubauerzählkammer 
bestimmt (siehe 3.7). Die absolute Zellzahl der hirninfiltrierenden Leukozyten wurde 
hingegen mithilfe einer zusätzlichen BD TruCount Analyse von CD45-markierten 
Zellen vorgenommen. 
3.10 Histopathologische Aufarbeitung 
3.10.1 Anfertigung histologischer Schnitte im Kryostat 
Das Hirn wurde mit einer 4 %igen Paraformaldehyd-Lösung und anschließender 
aufsteigender Sucrosereihe mit jeweils 50 ml 10 %iger, 20 %iger und 30 %iger Lö-
sung bis zur Absättigung vorbehandelt. Die anschließende Lagerung der Hirne er-
folgte in 30 %iger Sucrose bei 4 °C mit einer Spatelspitze Natrium-Azid auf 500 ml 
Sucrose. Nach dem Einfrieren im frostgekühlten 2-Methyl-Butan bei -65 °C für 15 
Sekunden wurde das Hirn in den 21 °C kalten Kryostaten (Leica CM 3050, Leica 
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Biosystems, Wetzlar) überführt. Hier musste zur Temperaturangleichung eine Inku-
bationszeit von 30 Minuten eingehalten werden. Darauffolgend konnte das Hirn mit 
dem Kryostatschneider im Free-Floating-Verfahren bearbeitet werden. Mittels Kryo-
fixation wurde das Hirngewebe auf die Objektträger zu je drei 20 µm dünnen korona-
ren Schnitten aufgezogen. Diese wurden bei -20 °C gelagert. Insgesamt wurden 
zwischen 100 und 150 Objektträger pro Hirn angefertigt. 
3.10.2 Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Für die anatomische Orientierung wurde eine Hämatoxylin-Eosin-Färbung auf fünf 
Objektträgern im Abstand von ca. 600 µm durchgeführt. Der mutmaßliche Infarktbe-
reich wurde dabei ausgespart. Anhand anatomischer Fixpunkte, wie dem Ventrikel-
system, Corpus callosum und der Hippocampi, konnten die ausgewählten Schnitte 
mit einem Stereotaxie-Atlas des Mausgehirns (Franklin et al., 2007) ihren Bregma-
bereichen zugeordnet werden. Damit war auch eine genaue Einteilung der zwischen 
den ausgewählten Objektträgern seriell erstellten Hirnschnitte möglich. Nachdem die 
Gefrierschnitte bei Raumtemperatur getrocknet waren, wurden sie für 3 bis 5 Minu-
ten in vollentsalztem Wasser (VE-Wasser) belassen. Anschließend erfolgte für ein-
einhalb Minuten bei Raumtemperatur die Kernfärbung mit Mayer's Hämalaun. Nach 
einem kurzen Waschgang in VE-Wasser wurde der Farbstoff für mindestens 10 Mi-
nuten unter fließendem lauwarmen Leitungswasser fixiert. Im Anschluss befand sich 
der Objektträger für eine Minute in einer abgedunkelten Küvette mit 100 %iger Es-
sigsäure versetzter Eosinlösung. Abschließend wurde nach erneutem Waschgang in 
Leitungswasser eine Entwässerung und Differenzierung in der aufsteigenden Alko-
holreihe vorgenommen und die Schnitte mit Entellan/Roti-JHisto-Kit (Merck, Darm-
stadt) eingedeckelt. 
3.10.3 Immunfluoreszenz 
Zur immunhistochemischen Färbung der neutrophilen Granulozyten wurde ein Pri-
mär-Sekundärantikörper-System verwendet. Hierbei bindet ein Primärantikörper an 
das Zielantigen und wird durch einen fluoreszenzgekoppelten Sekundärantikörper 
sichtbar gemacht, um eine Amplifikation des Signals zu erreichen. Als Primäranti-
körper wurde ein aus der Ratte stammender Antikörper gegen das Gr1-Antigen ein-
gesetzt. Das Myeloid-Differenzierungsantigen Gr1 setzt sich aus den Komponenten 
Ly6C und Ly6G zusammen (Rose et al., 2012). Es wird in der Literatur als Marker 
für neutrophile Granulozyten genutzt, obwohl für manche Antikörper eine schwache 
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Kreuzreaktion mit dem Ly6C-Antigen auf Monozyten beschrieben ist (Enzmann et 
al., 2013). 
Reagenz Verdünnung Hersteller 
Rat-anti-Ly6G NIMP  1:500 Abcam, Cambridge, UK 
Goat-anti-mouse Alexa Fluor 546 1:200 Invitrogen, Carlsbad, USA 
DAPI - Sigma Aldrich, St. Louis, USA 
 
Tabelle 4: Reagenzien Immunhistochemie. 
Für die immunhistochemische Färbung wurden die Objektträger dreimal für 5 Minu-
ten in PBS gewaschen und für eine Stunde mit einem Puffer aus PBS und 5 %igem 
Ziegenserum behandelt. Auf diese Weise wurden die Fc-Teile noch vorhandener 
Mausantikörper durch Ziegenantikörper gebunden und eine Fehlbesetzung des Se-
kundärantikörpers verhindert. Nach anschließender Applikation des Primärantikör-
pers inkubierten die Schnitte über Nacht bei 4 °C in der Feuchtkammer. Am Folge-
tag wurde der Sekundärantikörper nach erneutem gründlichen Waschen mit PBS 
aufgetragen. Dieser verblieb zwei Stunden bei Raumtemperatur in der Feuchtkam-
mer auf den Präparaten. Die abschließende Kernfärbung mit DAPI erfolgte für 10 
Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer. Nach einem erneuten Wasch-
schritt wurden die Objektträger mit Fluorescence Mounting Medium (Agilent Dako, 
Santa Clara, USA) eingedeckelt. Es wurde immer der erste der drei Schnitte auf ei-
nem Objektträger verwendet und eine Negativkontrolle mit alleiniger Gabe des Se-
kundärantikörpers mitgeführt. War der erste Schnitt aufgrund von Überlagerungen, 
Rissen oder fehlenden Stücken untauglich, wurde der zweite Schnitt gefärbt. 
 
Abbildung 9: Schema der indirekten antikörpervermittelten Färbemethode.  Abgebildet wird das 
Primär-Sekundär-Antikörper-Prinzip. Der primäre Antikörper bindet an das zu detektierende Oberflä-
chenantigen der Zielzelle, wohingegen der fluoreszenzmarkierte sekundäre Antikörper gegen das Fc-
Segment des Primärantikörpers gerichtet ist. Auf diese Weise wird eine indirekte Färbung des Zielan-
tigens vorgenommen. 
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Während der Etablierungsphase konnten die optimalen Verdünnungen des Primär- 
und Sekundärantikörpers mittels einer Verdünnungsreihe ermittelt werden. Für den 
Primärantikörper zeigte sich das beste Färbeergebnis bei einer 1:500 Verdünnung. 
Für den Sekundärantiköper wurde nach dem Vergleich einer 200-, 400- und 600-
fachen Verdünnung die erste Variante gewählt. 
3.10.4 Differenzierung von Granulozyten und Monozyten 
Aufgrund einer möglichen Kreuzreaktivität des eingesetzten Gr1-Antikörpers gegen  
das auf Monozyten befindliche Ly6C (Enzmann et al., 2013), wurde eine repräsenta-
tive Population der gefärbten Zellen am Konfokalmikroskop LSM 710 (Zeiss, Jena) 
anhand ihrer Zellkernmorphologie beurteilt. Es erfolgte eine Unterscheidung in stab- 
beziehungsweise segmentkernige Neutrophile und Monozyten mit bohnenförmig 
konfiguriertem Kern mit einem 40-fach-Objektiv. Die Wahl der untersuchten Objekt-
träger und Präparatausschnitte wurde zufällig getroffen. 
3.10.5 Immunhistochemische Auszählung 
In Ergänzung zur Durchflusszytometrie erfolgte die Quantifizierung eingewanderter 
Gr1-positiver Granulozyten in ausgewählten Koronarschnitten des Mausgehirns 
nach immunhistochemischer Färbung. Da die neutrophilen Granulozyten sehr hete-
rogen verteilt waren, wurden alle antikörpermarkierten Zellen manuell gezählt. 
Dadurch konnte eine maximale Genauigkeit erreicht werden. Es wurden insgesamt 
drei Schnitte pro Hirn ausgewertet, ein Schnitt aus dem Infarktzentrum und jeweils 
jeder achte Objektträger rostral und kaudal davon. Aus Ergebnissen vorheriger Stu-
dien unserer Arbeitsgruppe ließ sich das Infarktzentrum im Bereich von Bregma +0,5 
bestimmen (Abbildung 10 A und B). Bei einer Schnittdicke von 20 µm und 3 Schnit-
ten pro Objektträger wurde somit ca. 1 mm des Infarktkerns untersucht. Die indivi-
duelle Markierung aller neutrophiler Granulozyten im betrachteten Bereich ermög-
lichte die Darstellung der räumlichen Verteilung und der Zellmorphologie. 
Die Zählung erfolgte an einem aufrechten Zeiss Mikroskop vom Typ Axio Imager mit 
stereologischem Aufsatz von MicroBrightField (MBF) mithilfe des Werkzeugs „Opti-
cal Fractionator“ der Software Stereo Investigator (MBF, Inc., Williston, VT). Es wur-
de der Stereo Investigator Software-Assistent zur automatischen Durchmusterung 
der Proben benutzt. Ausgewertet wurde die ischämische und kontralaterale Hemi-
sphäre eines Koronarschnitts. Dank der Markierungsfunktion konnte die Lokalisation 
sowie Eigenschaftsausprägung neutrophiler Granulozyten festgehalten werden. Mit 
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einem 10-fach-Objektiv (Zeiss, Jena) wurde entlang des Interhemisphärenspalts und 
der Meningen mit einem Abstand von ca. 1/8-Bildausschnitthöhe ein Interessenge-
biet (Region of Interest, ROI) um jeweils die gesamte ischämische und kontralaterale 
Hemisphäre gelegt. Nachfolgend generierte das Programm ein zufälliges Zählgitter 
innerhalb der ausgewählten Region (Counting Grid). Jede Gitterzelle begrenzte so 
einen umschriebenen Bereich (Fraktion, Counting Fraction), wobei alle Bereiche lü-
ckenlos nebeneinander lagen (Abbildung 10 C). Im Mittel wurden 100 bis 150 Frakti-
onen pro ROI bewertet. 
 
Abbildung 10: Prozess der Quantifizierung von neutrophilen Granulozyten nach immunhisto- 
chemischer Färbung. (A) Dargestellt wird die Lokalisation des mittleren der drei ausgewerteten Ko- 
ronarschnitte bei Bregmabereich +0,5 (X) in einer Aufsicht auf das Maushirn. Jeweils 480 µm kranial 
und kaudal wurde ein weiterer Schnitt beurteilt, sodass insgesamt ca. 1 mm des Infarktkerns in die 
Auswertung einbezogen wurde. (B) Der koronare Schnitt (X) bei Bregmaposition +0.5 zeigt das mar-
kierte Infarktareal. (C) Im gesamten Schnitt wurden antikörpermarkierte Neutrophile manuell gezählt. 
Dafür wurde durch das verwendete Zählprogramm ein Zählgitter zufällig über einen vorher ausge-
wählten Interessenbereich gelegt (rote Umrandung = ipsilateral, grüne Umrandung = kontralateral) 
und automatisch abgefahren, sodass jede einzelne Gitterzelle in einem Zählrahmen (rot-grünes Qua-
drat) ausgewertet wurde (nicht maßstabsgetreu). (D) In jeder Zelle des Zählgitters wurden neutrophile 
Granulozyten mit zwei Symbolen markiert (roter Stern/gefülltes grünes Dreieck = intrazerebral, pinker 
Stern/blaues Dreieck = meningeal, roter Kreis/gelber Kreis = rund, pinkes Kreuz/leeres grünes Drei-
eck = stäbchenförmig, für ipsilateral/kontralateral). Am Ende des Prozesses ergab sich ein koronarer 
Schnitt mit allen markierten neutrophilen Granulozyten. 
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Durch Variationen in der Höhe der Schnitte (z-Bereich) können bei volumetrischen 
Berechnungen Fehler auftreten. In diesem Experiment konnte durch die Zählung 
aller markierten Zellen aber eine definierte standardisierte Schnitthöhe (Optical 
Disector) festgelegt werden, die den gesamten z-Bereich des Schnittes abdeckte. 
Mögliche Fehler durch Schrumpfungsartefakte konnten so umgangen werden. In der 
Stereologie werden die eben eingeführten Größen genutzt, um mithilfe eines festge-
legten Zählschemas annähernd unverzerrt durch systematische Fehler eine statis-
tisch fundierte Abschätzung der tatsächlichen Zellzahl vorzunehmen. 
Die Zählung wurde mit einem 20-fach-Objektiv (Zeiss, Jena) durchgeführt. So ließen 
sich bei ausreichend großem Bildausschnitt alle neutrophilen Granulozyten bei der 
Durchmusterung des Schnittes in z-Richtung unterscheiden. Die basal gelegenen 
Nervi olfactorii wurden von der Zählung ausgespart. Beurteilt wurden die Lokalisati-
on und die Form der neutrophilen Granulozyten. Jede Zelle wurde dabei mit jeweils 
zwei Symbolen für intrazerebral oder meningeal sowie rund oder stäbchenförmig 
versehen (Abbildung 10 D). Die Lage zu den Rahmengrenzen konnte vernachlässigt 
werden, da jede Fraktion beurteilt wurde und Markierungen über die Grenzen hinaus 
sichtbar waren. Nicht gezählt wurden übermäßig leuchtende, unregelmäßig konfigu-
rierte und untypisch große gefärbte Partikel. Diese entsprachen Artefakten oder Ver-
unreinigungen. In die Auswertung einbezogen wurden somit alle antikörpermarkier-
ten Zellen mit annähernd runder beziehungsweise stäbchenförmiger Morphologie 
und charakteristischer Größe. Es wurde immer die Mitte der Zelle mit dem jeweiligen 
Symbol markiert. 
3.10.6 Darstellung der räumlichen Verteilung 
Um die räumliche Verteilung durch messbare Größen vergleichbar zu machen, wur-
den aus den Übersichtsbildern der Neutrophilenzählung mithilfe des Bildbearbei-
tungsprogramms ImageJ Analysen nach dem Verfahren „Nearest Neighbor„ durch-
geführt und Voronoi-Diagramme angefertigt. Durch beide Methoden konnten Infor-
mationen zur Anzahl und zum relativen Abstand der Zellen untereinander gesam-
melt werden. Sie finden unter anderem Anwendung in der biomedizinischen For-
schung und wurden bereits zur Beschreibung der räumlichen Verteilung von Zielzel-
len eingesetzt (Cheng et al., 2014; Choe et al., 2016). 
Der Nearest-Neighbor-Algorithmus wird in der Wahrscheinlichkeitsrechnung genutzt, 
um Dichtefunktionen darzustellen ohne dass vorher eine bestimmte Wahrscheinlich-
keitsverteilung angenommen wird. Daher eignet er sich zur Beschreibung der räum-
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lichen Verteilung regellos angeordneter Objekte. Er überprüft den bestmöglichen 
Zustand für die Verbindung jedes einzelnen Objekts der Grundgesamtheit mit einem 
oder mehrerer Nachbarn. Dieser Vorgang wird parallel für alle Objekte durchgeführt. 
Im Ergebnis lassen sich die im Gesamten betrachteten niedrigsten Abstandswerte 
für alle Objekte ermitteln (Abbildung 11 A). Wählt man lediglich den nächsten Nach-
barn zum Objekt, kann ein Voronoi-Diagramm erstellt werden. Bei diesem Algorith-
mus werden Grenzpunkte zwischen definierten Objekten (Zentren) zum Ausgang 
einer Flächengenerierung genutzt (Abbildung 11 B). Die entstandenen Flächen ste-
hen in Bezug zur räumlichen Verteilung. Je dichter die Zentren beieinander liegen, 
desto kleiner sind die Voronoi-Regionen. Somit entsteht eine Netzdarstellung mit 
verschieden dichten Maschen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Zentren durch 
neutrophile Granulozyten gebildet. 
 
Abbildung 11: Prinzip der Nearest-Neighbor-Analyse und des Voronoi-Diagramms. (A) Mithilfe 
der Nearest-Neighbor-Analyse lassen sich Nachbarschaftsbeziehungen von Objekten darstellen. Da-
bei wird ein Anfangsobjekt A gewählt, von dem aus der nächste Nachbar B gesucht wird. Nachfolgend 
wird von diesem Objekt der nächstgelegene Punkt C ermittelt ohne jedoch den vorherigen in die Su-
che einzubeziehen. Es wird solange fortgefahren, bis alle Objekte analysiert wurden. (B) Eine weitere 
Methode zur Prüfung der Abstandverhältnisse ist die Veranschaulichung durch Voronoi-Diagramme. 
Hierbei werden Objekte (Punkte) (x1-k) hinsichtlich ihres Abstandes festgelegten Zentren (p, q, r) zu-
geordnet, sodass Cluster entstehen, die als Voronoi-Regionen bezeichnet werden. Punkte, die den-
selben Abstand zu zwei Zentren haben, heißen Grenzpunkte. Sie sind Mittelpunkte von Umkreisen, 
auf deren Peripherie beide Zentren liegen. Alle Grenzpunkte verbunden bilden Voronoi-Linien. Voro-
noi-Linien entsprechen den Mittelsenkrechten (m1, m2, m3) der Umkreise. Der Schnittpunkt von min-
destens drei Voronoi-Linien, also Mittelsenkrechten desselben Umkreises um einen Punkt (x = M), 
wird als Voronoi-Knoten bezeichnet. Die entstandenen Voronoi-Regionen besitzen unterschiedliche 
Flächeninhalte, die umso kleiner sind, je dichter die Zentren beieinander liegen. 
Für die Analyse wurden die Bilder mit dem Programm ImageJ bearbeitet. Ein Plugin 
für die Nearest-Neighbor-Analyse wurde vor der Bearbeitung installiert (Nnd-Plugin). 
Es erfolgte die Umwandlung der Farbdatei in ein 8-bit-Grauwertbild. Die Ausdeh-
nung der neutrophilen Granulozyten spielte bei der Auswertung durch das Bildbear-
beitungsprogramm keine Rolle, da sie bei der Zählung als einzelne Vektorbildpunkte 
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markiert wurden. Nachdem mithilfe eines Schwellenwerts alle Punkte der gewünsch-
ten Granulozytengruppe binarisiert und ausgewählt wurden, konnte das Nnd-Plugin 
angewendet werden. Die relativen Abstände wurden als Bildpunkte angegeben, wo-
bei in der endgültigen Auswertung Abstandintervalle zu je 5 Bildpunkten gebildet 
wurden (< 5, < 10, < 15, < 20, < 25 und ≥ 25 Bildpunkte). Visualisiert wurden die 
Nachbarschaftsbeziehungen durch die Darstellung der Bilder in Voronoi-Diagram-
men (Voronoi-Plugin). Auch diese Bearbeitung konnte über das Programm ImageJ 
verwirklicht werden. Für die leichtere Orientierung wurde diesmal der Schwellenwert 
so gelegt, dass nicht nur die neutrophilen Granulozyten sondern auch die Umran-
dung der Hemisphäre (ROI) in der Auswahl lag. Das auf diese Weise erhaltene 
Schwarz-Weiß-Bild wurde konvertiert und das Voronoi-Plugin angewendet. 
3.11 Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung und Darstellung der ermittelten Werte wurde mit der 
Software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA.) vorgenommen. 
Die Daten der FACS-Analyse wurden als Mittelwert ± einfacher Standardabwei-
chung dargestellt. Sie unterliefen einer einfaktoriellen Varianzanalyse (One-Way 
ANOVA, Analysis of Variance), bei der der dosisabhängige Einfluss von G-CSF auf 
die Zahl der analysierten Zellpopulationen in Blut und Gehirn untersucht wurde. Ver-
glichen wurden die Versuchsgruppen Naiv, Scheinschlaganfall und MCAO sowie 
MCAO mit G-CSF-Behandlung in niedriger und hoher Dosierung. Gruppenunter-
schiede wurden nach entsprechender Bonferroni-Korrektur bei einer Irrtumswahr-
scheinlichkeit von p ≤ 0,05 als statistisch signifikant angegeben. 
Die Quantifizierung neutrophiler Granulozyten im Hirnparenchym und den umge-
benden Hirnhäute mittels Immunhistochemie wurde als Mittelwert ± einfacher Stan-
dardabweichung dargestellt. Der Einfluss der G-CSF-Dosis auf die Gesamtzahl ein-
gewanderter Granulozyten (je Hirnhälfte) sowie auf deren Lokalisation und Morpho-
logie wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse getestet. Dabei wurde die unbe-
handelte MCAO-Gruppe mit niedrig- und hochdosierter G-CSF-Therapie verglichen. 
Eine statistische Signifikanz für die Gruppenunterschiede ergab sich nach entspre-
chender Bonferroni-Korrektur bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p ≤ 0,05. Für 
die Daten der Nearest-Neighbor-Analyse zur Darstellung der räumlichen Verteilung 
kam für jeden Abstandsbereich ebenfalls eine einfaktorielle Varianzanalyse zum 
Einsatz. 




4.1.1 Veränderungen des Körper- und Milzgewichts 
 
Abbildung 12: Darstellung der mittleren Körper- und Milzgewichte.  Die Abbildung zeigt den pro- 
zentualen Gewichtsverlust und die Milzgewichte nach 24 Stunden von Versuchstieren mit Schein-
schlaganfall (n = 4), MCAO (n = 7), MCAO und Niedrigdosistherapie (GCSF-ND, n = 6) sowie MCAO 
und Hochdosistherapie (GCSF HD, n = 6) als Mittelwert mit einfacher Standardabweichung. Weder für 
die prozentuale Körpergewichtsabnahme noch für das absolute Milzgewicht ergaben sich signifikante 
Unterschiede, wobei das Körpergewicht im Mittel um 10 % abnahm und das Milzgewicht in allen 
Schlaganfallgruppen verglichen mit Naiv erniedrigt war (MCAO p = 0,0642 Naiv vs. MCAO). Die sta-
tistische Auswertung wurde mit einer einfaktoriellen Varianzanalyse durchgeführt. Folgende Paarun-
gen wurden verglichen: Naiv vs. Schein, Naiv vs. MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO vs. GCSF ND, 
MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF HD. 
Das mittlere Körpergewicht aller Versuchsgruppen vor transienter Okklusion der 
mittleren Hirnarterie war gleich. Infolge der Operation trat ein Gewichtsverlust von 
durchschnittlich ca. 10 % auf, der zwischen den verschiedenen Experimentalgrup-
pen nicht signifikant variierte. Interessanterweise führte auch der Scheinschlaganfall 
zu einer Gewichtsabnahme in gleicher Größenordnung. Die Behandlung mit G-CSF 
hatte keinen Einfluss auf den Gewichtsverlust. 
Das mittlere Milzgewicht war im Vergleich zu gesunden altersgleichen C57BL/6-
Mäusen (73 mg ± 8 mg) in allen Versuchsgruppen reduziert mit deutlichstem Unter-
schied zur MCAO-Gruppe (p = 0,0642). Hierbei konnten jedoch keine signifikanten 
Unterschiede zwischen Scheinschlaganfall und Schlaganfall sowie den G-CSF-
Behandlungsgruppen festgestellt werden. 
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4.1.2 Immunzellpopulationen im peripheren Blut 
 
Abbildung 13: Gatingstrategie von Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems im 
peripheren Blut. Die Abbildung zeigt die Trennung der leukozytären Subpopulationen anhand ihrer 
charakteristischen Oberflächenantigene. (A) Unterscheidung von CD45-positiven Leukozyten in 
CD220-positive B-Lymphozyten und Ly6G-positive neutrophile Granulozyten. (B) Weitere Unterteilung 
in NK1.1-positive natürliche Killerzellen, CD3-positive T-Lymphozyten und doppeltnegative monozy-
täre myeloide Zellen. (C) Auftrennung CD3-positiver T-Zellen in CD8-positive zytotoxische T-Zellen, 
CD4-positive T-Helferzellen und CD4/CD25-positive regulatorische T-Zellen (Treg). 
24 Stunden nach Okklusion der mittleren Hirnarterie wurde peripheres Blut entnom-
men und mittels durchflusszytometrischer Analyse untersucht, um mögliche periphe-
re immunologische Effekte von G-CSF aufzudecken. Innerhalb der CD45-positiven 
Leukozytenpopulation wurden zunächst die CD220-positiven B-Zellen separiert. Von 
den verbleibenden Zellen konnten neutrophile Granulozyten durch das Oberflächen-
antigen Ly6G abgetrennt werden (Abbildung 13 A). Die übrigen Zellen wurden weiter 
unterteilt in CD3-positive T-Lymphozyten, NK1.1-positive natürliche Killerzellen  
und für beide Oberflächenmarker negative monozytäre myeloide Zellen (Abbil-
dung 13 B). CD3-positive T-Zellen wurden zudem in CD8-positive zytotoxische  
T-Zellen, CD4-positive T-Helferzellen und regulatorische CD4/CD25-positive T-Lym-
phozyten unterschieden (Abbildung 13 C). 
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Abbildung 14: Gesamtleukozytenzahl und durchflusszytometrische Quantifizierung von Zellen 
des angeborenen Immunsystems im peripheren Blut. Weder die operative Prozedur noch der 
Schlaganfall selbst oder die begleitende G-CSF-Therapie führten 24 Stunden nach Okklusion der 
mittleren Hirnarterie zu einer Veränderung der Gesamtleukozytenzahl im peripheren Blut. Auch die 
Anzahl Ly6G-positiver neutrophiler Granulozyten variierte nicht signifikant, wenngleich sich ein Trend 
zu höheren Neutrophilenzahlen in allen Schlaganfallgruppen finden ließ. Monozytäre myeloide Zellen 
und natürliche Killerzellen wurden ebenso wenig durch die Operation, Ischämie oder G-CSF-
Applikation, egal welcher Dosierung, beeinflusst. Die Daten sind als Mittelwert ± Standardabweichung 
dargestellt. Die Gruppen Naiv (n = 3), Scheinschlaganfall (n = 3), MCAO (n = 5), Niedrigdosis (n = 6) 
und Hochdosis (n = 6) wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse beurteilt. Verglichen wurden Naiv 
vs. Schein, Naiv vs. MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und 
GCSF ND vs. GCSF HD. 
Entgegen der Annahme führte weder die operative Prozedur noch die begleitende 
G-CSF-Therapie zu einer signifikanten Veränderung der Gesamtleukozytenzahl im 
peripheren Blut. Der Schlaganfall selbst ließ die Anzahl Im Vergleich zum Schein-
schlaganfall leicht ansteigen (p = 0,12). Auch die Zahl zirkulierender Granulozyten 
unterschied sich nicht signifikant zwischen den Experimentalgruppen. Hier zeigte 
sich allerdings ein Trend zu deutlich höheren Mittelwerten in den Schlaganfallgrup-
pen (p = 0,136 Naiv vs. MCAO). Ein signifikanter Effekt wurde möglicherweise durch 
die hohen Standardabweichungen bei relativer kleiner Gruppengröße verdeckt. In-
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nerhalb der Schlaganfallgruppen resultierte die Behandlung mit G-CSF nicht in einer 
zusätzlichen Mobilisation neutrophiler Granulozyten. So machten neutrophile Gra-
nulozyten nach tMCAO etwa die Hälfte aller Leukozyten aus, während ihr Anteil in 
gesunden Tieren nur ca. 10 % betrug (Abbildung 16). Die Anzahl monozytärer mye-
loider Zellen im peripheren Blut unterschied sich ebenso wenig wie die NK-Zellzahl 
signifikant zwischen den Experimentalgruppen. 
 
Abbildung 15: Durchflusszytometrische Quantifizierung von Zellen des adaptiven Immunsys- 
tems im peripheren Blut. (A) Auffällig war eine signifikante Reduktion von T-Lymphozyten (p < 0,05) 
und B-Lymphozyten (p < 0,01) im peripheren Blut 24 Stunden nach tMCAO im Vergleich zur gesun-
den Kontrollgruppe. (B) Sie kann primär auf einen Abfall der T-Helferzellen (p < 0,05) zurückgeführt 
werden, wobei auch zytotoxische T-Zellen deutlich abnahmen. Die G-CSF-Behandlung führte zu kei-
nen relevanten Verschiebungen innerhalb der Lymphozytensubpopulationen bis auf eine signifikante 
Zunahme CD4/CD25-positiver regulatorischer T-Zellen in der Hochdosisgruppe (p < 0,05). Die Daten 
sind als Mittelwert ± Standardabweichung für Naiv (n = 3), Scheinschlaganfall (n = 3), MCAO (n = 5), 
Niedrigdosis (n = 6) und Hochdosis (n = 6) dargestellt und wurden mittels einfaktorieller Varianzanaly-
se mit nachfolgender Bonferroni-Korrektur beurteilt. Der Vergleich fand zischen Naiv vs. Schein, Naiv 
vs. MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF 
HD statt. 
Dagegen führte der Schlaganfall zu einer signifikanten Abnahme der T- und B-Lym-
phozyten im peripheren Blut im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe (Abbil-
dung 15 A, B-Lymphozyten p < 0,01, T-Lymphozyten p < 0,05, jeweils gegenüber 
Naiv). Sie ist als Ausdruck der beginnenden peripheren Immundepression zu wer-
ten, die in der Regel 3 bis 4 Tage nach tMCAO ihr Maximum erreicht. Die vormals 
zellreichste Fraktion der B-Lymphozyten sank um mehr als die Hälfte von 40 % auf 
17 %. T-Lymphozyten, die in gesunden Tieren am zweithäufigsten gezählt werden 
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konnten, nahmen von 20 % auf 13 % ab (Abbildung 16). Signifikante Unterschiede 
zwischen der unbehandelten Schlaganfall-Gruppe und Tieren, die eine G-CSF-
Therapie erhielten, fanden sich nicht. 
Während sich für zytotoxische T-Zellen lediglich ein starker Trend zu niedrigeren 
Werten in den operierten Experimentalgruppen zeigte (p = 0,0552, Naiv vs. MCAO), 
fiel in der MCAO-Gruppe ein signifikanter Abfall der T-Helferzellen im Vergleich zur 
naiven Kontrollgruppe auf (p < 0,05). G-CSF hatte keinen zusätzlichen Einfluss auf 
die T-Helferzellen, führte aber in der hohen Dosierung zu einer signifikanten Zunah-
me an regulatorischen T-Lymphozyten im Blut. Gegenüber der unbehandelten 
MCAO-Gruppe ergab sich lediglich ein Trend (p = 0,1293). 
 
Abbildung 16: Darstellung der Leukozytensubpopulationen in prozentualen Werten.  Während 
der Anteil an T- und B-Lymphozyten im peripheren Blut 24 Stunden nach tMCAO etwa um die Hälfte 
sank, nahm der Prozentsatz neutrophiler Granulozyten infolge der Ischämie auf das ca. sechsfache 
zu. Die Behandlung mit G-CSF führte zu keiner signifikanten zusätzlichen Mobilisation. Myeloide Zel-
len hatten in allen Experimentalgruppen einen Anteil von im Mittel 7 %. Alle weiteren untersuchten 
Subgruppen wurden unter Sonstige subsummiert. 
4.1.3 Immunzellpopulationen im Hirnisolat 
24 Stunden nach Schlaganfall bzw. Scheinschlaganfall wurde das Immunzellinfiltrat 
in der vom Schlaganfall betroffenen Hirnhälfte mittels durchflusszytometrischer Ana-
lyse beurteilt und mit dem gesunder Versuchstiere verglichen. Hierbei konnten in 
einem ersten Schritt CD45-hochpositive eingewanderte Leukozyten von CD45-inter-
mediärpositiven residierenden Mikrogliazellen unterschieden werden. Innerhalb der 
CD45-hochpositiven Population wurden T-Lymphozyten durch den zusätzlichen 
Marker CD3 und B-Lymphozyten durch die CD19-Expression abgegrenzt (Abbil-
dung 17 A). Anschließend wurden neutrophile Granulozyten als CD11b/Ly6G-positiv 
identifiziert. Die übrigen CD11b-positiven Zellen wurden entweder durch F4/80 als 
Makrophagen klassifiziert oder anhand ihrer MHC-II- und Ly6C-Expression weiter 
unterschieden (Abbildung 17 B). 
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Abbildung 17: Gatingstrategie für eingewanderte Zellen des Immunsystems im ischämischen  
Maushirn. Die Abbildung zeigt die Gatingschemata zur Unterscheidung der eingewanderten Leukozy- 
tenpopulationen im ischämischen Hirn der Maus. (A) Nach Trennung der CD45-intermediärpositiven 
residierenden Mikroglia erfolgte die Subklassifizierung CD45-hochpositiver Leukozyten (CD45
hoch
) in 
CD11b-positive infiltrierende myeloide Zellen, CD3-positive T-Lymphozyten und CD19-positive  
B-Lymphozyten. (B) Unterteilung CD11b-positiver Zellen in Ly6G-positive neutrophile Granulozyten, 
F4/80-positive Makrophagen und weitere Subpopulationen anhand der Expression von MHCII und 
Ly6C. In Q2 werden transformierende Monozyten und in Q3 inflammatorische Monozyten gezeigt. 
Die Quantifizierung der Zellpopulationen mittels BD TruCount Beads ergab eine ver-
stärkte Einwanderung von CD45-hochpositiven Leukozyten in die infarzierte Hemi-
sphäre von Mäusen, die mit der hohen G-CSF-Dosis behandelt wurden, verglichen 
mit der unbehandelten Schlaganfallgruppe und der G-CSF-Niedrigdosisgruppe (je-
weils p < 0,05). Das ischämische Ereignis führte ebenfalls zu einer vermehrten Ein-
wanderung, blieb aber ohne Signifikanz (p = 0,1293 Naiv vs. MCAO). Insgesamt wa-
ren im ischämischen Gehirn knapp dreimal mehr Leukozyten als in naiven und 
scheinoperierten Mäusen nachweisbar. Die Anzahl verdoppelte sich nochmals infol-
ge der Therapie mit hoher G-CSF-Dosis (Abbildung 18). Dieser Unterschied wurde 
nicht durch neutrophile Granulozyten hervorgerufen, die in allen Schlaganfallgrup-
pen in vergleichbarer Größenordnung nachweisbar waren, aber infolge des Schlag-
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anfalls verstärkt ins Hirnparenchym einwanderten (p < 0,05 MCAO im Vergleich zu 
Schein und naiven Versuchstieren). So waren in ischämischen Maushirnen mehr als 
fünfmal so viele neutrophile Granulozyten als in jenen von scheinoperierten Tieren 
zu finden (Abbildung 18). 
 
Abbildung 18: Durchflusszytometrische Quantifizierung eingewanderter Leukozyten und neu- 
trophiler Granulozyten im Hirnisolat.  Mäuse, die eine Hochdosistherapie mit G-CSF erhielten, zeig- 
ten eine stärkere Einwanderung von Leukozyten in das schlaganfallgeschädigte Gehirn als Versuchs-
tiere mit Niedrigdosistherapie oder alleiniger Ischämie (p < 0,05). Neutrophile Granulozyten waren für 
diesen Unterschied nicht verantwortlich. Sie zeigten lediglich durch die tMCAO (im Vergleich zu nai-
ven Mäusen und zur Scheinschlaganfallgruppe, jeweils p < 0,05) einen signifikanten Anstieg. Darge-
stellt werden die absoluten Zellzahlen von CD45-hochpositiven infiltrierenden Leukozyten und Ly6G-
positiven neutrophilen Granulozyten als Mittelwert ± Standardabweichung. Die statistische Bewertung 
erfolgte durch eine einfaktorielle Varianzanalyse und der Bonferroni-Korrektur für die Gruppen Naiv 
(n = 3), Scheinschlaganfall (n = 4), MCAO (n = 7), Niedrigdosis (n = 5) und Hochdosis 
(n = 6).Verglichen wurden Naiv vs. Schein, Naiv vs. MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO vs. GCSF ND, 
MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF HD. 
Stattdessen zeigten sich signifikant mehr Ly6C-positive inflammatorische Monozyten 
(p < 0,01 im Vergleich zu MCAO und p < 0,001 im Vergleich zu G-CSF ND) und 
Ly6C/MHC-II-positive Monozyten (p < 0,01 im Vergleich zu MCAO und p < 0,001 im 
Vergleich zu G-CSF ND) im Gehirn von Mäusen, die mit einer hohen G-CSF-Dosis 
behandelt wurden. Letztere entsprechen wahrscheinlich einer Population eingewan-
derter inflammatorischer Monozyten, die in situ in Makrophagen und dendritische 
Zellen differenzieren und daher für beide Oberflächenmarker positiv sind. Die Anzahl 
F4/80-positiver Makrophagen war in der G-CSF-Hochdosistherapiegruppe signifikant 
höher als in den Tieren, die mit der niedrigen Dosierung behandelt wurden (p < 0,05) 
und zeigten einen Trend im Vergleich zu Tieren die nur den Schlaganfall erlitten 
(p = 0,1123). Sie stellten mit nahezu einem Drittel aller Leukozyten überraschender-
weise die mit Abstand größte Fraktion dar (Abbildung 19). 
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Charakterisierung und Quantifizierung myeloider Zell- 
populationen im Hirnisolat anhand der Oberflächenantigene F4/80, Ly6C und MHCII.  CD11b- 
positive Leukozyten wurden anhand des Oberflächenantigens F4/80 als Makrophagen identifiziert. Sie 
zeigten nach Hochdosistherapie mit G-CSF einen signifikanten Anstieg (p < 0,01 im Vergleich zu 
GCSF ND). Auch inflammatorische Monozyten (p < 0,01 im Vergleich zu MCAO und p < 0,001 im 
Vergleich zu GCSF ND) und Ly6C/MHC-II-positive Monozyten, die wahrscheinlich einem doppeltposi-
tiven Transformationsstadium entsprechen, waren nach hochdosierter G-CSF-Therapie signifikant 
erhöht (p < 0,01 im Vergleich zu MCAO und p < 0,001 im Vergleich zu GCSF ND). Die Daten sind als 
Mittelwert mit einfacher Standardabweichung dargestellt und wurden 24 Stunden nach tMCAO erho-
ben. Die statistische Bewertung erfolgte durch eine einfaktorielle Varianzanalyse und die Bonferroni-
Korrektur für die Gruppen Naiv (n = 3), Scheinschlaganfall (n = 4), MCAO (n = 7), Niedrigdosis (n = 5) 
und Hochdosis (n = 6).Verglichen wurden Naiv vs. Schein, Naiv vs. MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO 
vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF HD. 
 
Abbildung 20: Durchflusszytometrische Quantifizierung von B- und T-Lymphozyten im Hirniso- 
lat. 24 Stunden nach MCAO zeigte sich eine signifikante Zunahme CD3-positiver T-Lymphozyten im 
ischämischen Gehirn von Mäusen, die mit einer Hochdosis-G-CSF-Therapie behandelt wurden 
(p < 0,05 im Vergleich MCAO). Die Anzahl der B-Lymphozyten war in allen Versuchsgruppen gleich 
und zeigte zu diesem Zeitpunkt auch keine Zunahme durch den Schlaganfall selbst. Die Daten sind 
als Mittelwert ± Standardabweichung für die Gruppen Naiv (n = 3), Scheinschlaganfall (n = 4), MCAO 
(n = 7), Niedrigdosis (n = 5) und Hochdosis (n = 6) dargestellt. Die statistische Bewertung erfolgte 
durch eine einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni-Korrektur, wobei Naiv vs. Schein, Naiv vs. 
MCAO, Schein vs. MCAO, MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF HD 
verglichen wurde. 
In ähnlicher Weise verstärkte die hochdosierte Behandlung mit G-CSF die Einwan-
derung von T-Lymphozyten in das ischämische Gehirn (p < 0,05 im Vergleich zu 
MCAO, p = 0,0929 im Vergleich Niedrigdosistherapie). Die B-Lymphozytenzahl im 
Hirnisolat blieb hingegen durch den Schlaganfall, ob mit oder ohne G-CSF-Behand-
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lung, unbeeinflusst (Abbildung 20). Beide Populationen spielen zu diesem frühen 
Zeitpunkt der Entzündungsreaktion mit zusammen im Mittel 25 % erwartungsgemäß 
eine untergeordnete Rolle. 
4.2 Immunhistochemie 
4.2.1 Differenzierung von Monozyten und Granulozyten 
 
Abbildung 21: Differenzierung Gr1-positiver Zellen anhand ihrer Zellkernmorphologie. Aufgrund 
einer möglichen Kreuzreaktivität des verwendeten Gr1-Antikörpers gegen das Ly6C-Antigen auf Mo-
nozyten, wurden die Gr1-positiven Zellen in repräsentativen Ausschnitten anhand ihrer Zellkernmor-
phologie beurteilt. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass fast ausschließlich (92 % der angefärb-
ten Zellen) neutrophile Granulozyten durch den Gr1-Antikörper markiert wurden. Die übrigen Gr1-
positiven Zellen konnten nicht eindeutig zugeordnet werden, zeigten aber nicht den typischen bohnen-
förmigen Kern eines Monozyten. (A) Im ersten Ausschnitt sieht man die kombinierte Darstellung der 
Färbungen Gr1 und DAPI. (B) Im zweiten Ausschnitt ist ausschließlich das Antigen Gr1 dargestellt. 
(C) Im dritten Ausschnitt werden alle durch DAPI blau gefärbten Zellkerne abgebildet. Ein neutrophiler 
Granulozyt mit deutlich segmentiertem Kern wird in allen Ausschnitten beispielhaft durch eine Pfeil-
spitze markiert (►). Nahezu alle neutrophilen Granulozyten im gezeigten Bildausschnitt liegen in der 
Hirnhaut. (40-fach-Objektiv, Zeiss) 
Am Konfokalmikroskop LSM 710 (Zeiss, Jena) wurden neutrophile Granulozyten 
anhand ihres segmentierten Zellkernes von Monozyten unterschieden. Dies war 
wichtig, weil für den Gr1-Primärantikörper zur Neutrophilendetektion eine Kreuzreak-
tion mit dem auf Monozyten befindlichen Ly6C-Antigen beschrieben ist (Enzmann et 
al., 2013). Die Pfeilspitze in Abbildung 21 zeigt auf einen beispielhaft gewählten Gr1-
positiven (Ly6G) roten neutrophilen Granulozyten mit durch DAPI blau gefärbten 
Zellkern. In insgesamt 35 Ausschnitten wurden 590 gefärbte Zellen hinsichtlich der 
Form ihres Zellkerns beurteilt. Hiervon konnten 541 signalanreichernde Zellen, also 
92 %, den neutrophilen Granulozyten zugeordnet werden. 49 Zellen waren weder 
der einen noch der anderen Zellkernform zuzuordnen, sodass diese nicht sicher 
klassifiziert werden konnten. Keine der angefärbten Zellen zeigte die typische boh-
nen- oder nierenförmige Kernmorphologie eines Monozyten. Demnach erlaubt der in 
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dieser Arbeit verwendete Gr1-Antikörper eine eindeutige Identifizierung von neutro-
philen Granulozyten. 
4.2.2 Quantitative Analyse 
 
Abbildung 22: Gr1-positive Zellen in Koronarschnitten des Maushirns. Die Abbildung zeigt bei- 
spielhafte Ausschnitte von koronaren Hirnschnitten mit durch Immunfluoreszenzfärbung markierten 
neutrophilen Granulozyten. (A) Nahe des Infarktgebiets wiesen neutrophile Granulozyten eine dichte 
Besiedelung auf (10-fach-Objektiv, Zeiss). (B) In angrenzenden Hirnhäuten lagen überwiegend runde 
neutrophile Granulozyten perlschnurartig aufgereiht. (B, D) Eine verstärkte Ansammlung fand sich in 
und um meningeale(n) Gefäße(n) (►) (20-fach-Objektiv, Zeiss). (C) Aber auch intrazerebral zeigten 
sich Gruppierungen von neutrophilen Granulozyten, die in oder um Gefäße(n) angesiedelt waren (►) 
(20-fach-Objektiv, Zeiss). (E) Es konnten runde wenig gefäßadhärente oder intrazerebrale (1. Reihe) 
von stäbchenförmigen stark gefäßgebunden neutrophilen Granulozyten unterschieden werden 
(2. Reihe). Letztere zeigten eine Sonderform mit sternförmiger Morphologie, wenn sie sich in Gefäß-
verzweigungen aufhielten, sich teilten oder aus dem Gefäß ins Parenchym transmigrierten (3. Reihe) 
(40-fach-Objektiv, Zeiss). 
Im Rahmen der immunhistochemischen Analyse wurden die Gr1-positiven Zellen auf 
drei repräsentativen Koronarschnitten des Mäusegehirns im Abstand von 480 µm 
um das Infarktzentrum (Bregma +0,5) ausgezählt. Dabei bestätigten sich im Wesent-
lichen die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Während der Auszählung fiel auf, 
dass sich neutrophile Granulozyten hinsichtlich ihrer Lokalisation und Zellform unter-
schieden. Neben der reinen Quantifizierung wurde deshalb auch eine Zuordnung zur 
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intrazerebralen oder meningealen Lage (Abbildung 22 A, B, C, D) und zur runden 
oder stäbchenförmigen Morphologie (Abbildung 22 E) vorgenommen. 
4.2.2.1 Ipsilateral / kontralateral 
 
Abbildung 23: Anzahl neutrophiler Granulozyten in der ischämischen und kontralateralen Hirn- 
hälfte. Dargestellt ist die durch quantitative Immunfluoreszenz ermittelte Anzahl neutrophiler Granulo- 
zyten der betroffenen Hemisphäre 24 Stunden nach tMCAO als Mittelwert drei repräsentativer Schnit-
te mit einfacher Standardabweichung. Die Gesamtzahl ausgezählter neutrophiler Granulozyten war in 
allen drei Versuchsgruppen vergleichbar. Die ischämische Hemisphäre wurde ca. zehnmal häufiger 
durch neutrophile Granulozyten infiltriert als die kontralaterale Hirnhälfte. n = 3 biologische Replikate 
pro Gruppe. Verglichen wurden MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF ND vs. GCSF 
HD mittels einfaktorieller Varianzanalyse. 
In mit G-CSF-behandelten Mäusen unterschied sich die Gesamtanzahl eingewan-
derter neutrophiler Granulozyten nicht von der der unbehandelten Vergleichsgruppe 
MCAO. Auch zwischen den G-CSF-Therapiegruppen zeigten sich keine signifikan-
ten Unterschiede (Abbildung 23). Wie erwartet, war der überwiegende Teil der aus-
gezählten neutrophilen Granulozyten in der ischämischen Hemisphäre nachweisbar. 
Kontralateral konnte im Mittel ein Zehntel der Zahl an neutrophilen Granulozyten 
ausgezählt werden. Hier waren tendenziell weniger neutrophile Granulozyten in den 
Therapiegruppen nachweisbar (p = 0,1123 im Vergleich MCAO zu Hochdosisthera-
pie, p = 0,1261 im Vergleich MCAO zu Niedrigdosistherapie), wobei dies ein Effekt 
der unterschiedlich hohen Standardabweichung sein könnte. Insgesamt waren im 
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Vergleich zur Durchflusszytometrie deutlich geringere Zellzahlen nachweisbar. Dies 
liegt in den methodischen Differenzen begründet. Während in der Durchflusszytome-
trie die gesamte Hirnhälfte analysiert wurde, erfolgte die immunhistochemische Be-
wertung an drei repräsentativen Koronarschnitten. 
4.2.2.2 Meningeal / intrazerebral 
Um die Verteilung der neutrophilen Granulozyten im ischämischen Gehirn zu unter-
suchen, wurden die markierten Gr1-positiven Zellen in einem zweiten Schritt anhand 
ihrer Lokalisation in intraparenchymatöse und meningeale Granulozyten unterschie-
den. In allen Versuchsgruppen lag der Großteil der ausgezählten neutrophilen Gra-
nulozyten mit im Mittel 75 % im Hirnparenchym selbst. Ein Viertel der ausgezählten 
Gr1-positiven neutrophilen Granulozyten befand sich in den Meningen (Abbil-
dung 24). Die Therapie mit G-CSF, auch in hoher Dosierung, hatte keinen Einfluss 
auf die Verteilung neutrophiler Granulozyten in der ischämischen Hirnhälfte. Auch 
auf der kontralateralen Hemisphäre ergaben sich keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den untersuchten Gruppen. Hier lag der Anteil in den Hirnhäuten gelege-
ner Neutrophiler nochmals niedriger mit im Mittel unter 10 % (Abbildung 24). 
 
Abbildung 24: Verteilung neutrophiler Granulozyten in der ischämischen und kontralateralen 
Hirnhälfte. 24 Stunden nach Schlaganfall wurden auf drei repräsentativen Koronarschnitten neutro- 
phile Granulozyten ausgezählte und anhand ihrer Lokalisation in intrazerebral oder meningeal unter-
schieden. In allen Versuchsgruppen lag der Großteil der Gr1-positiven Granulozyten im Hirnpa-
renchym selbst. Ca. 25 % der ausgezählten Zellen waren in der ischämischen Hemisphäre in den 
Hirnhäuten (meningeal) lokalisiert. Auf der kontralateralen Hemisphäre war der Anteil intrazerebral 
gelegener Granulozyten mit ca. 90 % sogar noch höher. Die Behandlung mit G-CSF hatte, gleich 
welcher Dosierung, keinen Einfluss auf die Verteilung der Granulozyten. Die Daten werden für n = 3 
als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt und wurden mithilfe einer einfaktoriellen Varianzana-
lyse beurteilt. Der Vergleich erfolgte zwischen MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF 
ND vs. GCSF HD. 
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4.2.2.3 Rund / stäbchenförmig 
Eine weitere Differenzierung der gefärbten Neutrophilen war anhand ihrer Zellmor-
phologie möglich, die sich mit dem Prozess der Transmigration über die Bluthirn-
schranke verändert. Während haftende neutrophile Granulozyten zu Beginn der Ex-
travasation eine runde Gestalt aufweisen, führt die anschließende feste Bindung 
(Adhäsion) über Integrine zu einer länglichen (stäbchenförmigen) Veränderung der 
Zellform. Ins Parenchym transmigrierte Leukozyten nehmen wieder eine runde Zell-
morphologie an (Audoy-Rémus et al., 2008; Roy et al., 2012). Wie in Abbildung 25 
dargestellt, hatte der Großteil der ausgezählten Gr1-positiven Zellen eine runde Zell-
form. Ca. ein Fünftel der neutrophilen Granulozyten zeigte eine stäbchenförmige 
Zellmorphologie. Die Therapie mit G-CSF hatte auf die Morphologie der Granulozy-
ten keinen relevanten Einfluss. In der kontralateralen Hemisphäre war, bei deutlich 
geringerer Gesamtzahl, ein sehr viel höherer Anteil stäbchenförmiger Granulozyten 
nachweisbar. Signifikante Unterschiede zwischen unbehandelten Schlaganfallmäu-
sen und jenen mit G-CSF-Therapie fanden sich auch hier nicht. 
 
Abbildung 25: Zellform neutrophiler Granulozyten in der ischämischen und kontralateralen 
Hirnhälfte. Gr1-positive Zellen wurden anhand der Zellmorphologie in rund oder stäbchenförmig un- 
terschieden. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Zellform in drei repräsentativen 
Schnitten der betroffenen Hemisphäre 24 Stunden nach tMCAO. In allen Versuchsgruppen wurden 
runde Granulozyten in der ischämischen Hemisphäre ca. fünfmal häufiger gezählt als solche mit stäb-
chenförmiger Zellmorphologie. Kontralateral ergab sich ein sehr viel höherer Anteil stäbchenförmiger 
Zellen. Die Behandlung mit G-CSF hatte, gleich welcher Dosierung, keinen Einfluss auf die Zellmor-
phologie der Granulozyten. Die Daten sind als Mittelwert mit einfacher Standardabweichung für die 
Gruppen MCAO (n = 3), Niedrigdosis- (n = 3) und Hochdosis-G-CSF-Therapie (n = 3) dargestellt. Mit 
einer einfaktoriellen Varianzanalyse wurden MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD und GCSF 
ND vs. GCSF HD verglichen. 
Um eventuelle Einflüsse der G-CSF-Therapie auf die Verteilung runder beziehungs-
weise stäbchenförmiger neutrophiler Granulozyten aufzudecken, wurde eine Analy-
se der Zellform in den beiden Kompartimenten Hirnparenchym und Meningen vor-
genommen. Im Mittel waren stäbchenförmige Zellen zu 20 % in den Hirnhäuten und 
zu 80 % im Hirngewebe zu finden, wohingegen runde neutrophile Granulozyten eine 
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Verteilung von 30 % zu 70 % zeigten. Die Therapie mit G-CSF in hoher oder niedri-
ger Dosierung bedingte keine relevante Umverteilung (Abbildung 26). Die kontralate-
rale Hirnhälfte wurde nicht abgebildet, da anhand der geringen Zellzahl in den Me-
ningen eine Unterscheidung nicht sinnvoll war. Bis auf einzelne Ausnahmen befan-
den sich stäbchenförmige Zellen im Hirngewebe ohne dass die Verabreichung von 
G-CSF, egal welcher Dosierung, einen Einfluss hatte. 
 
Abbildung 26: Vergleich der prozentualen Verteilung der Lokalisation runder und stäbchenför- 
miger Granulozyten in der ischämischen Hirnhälfte. Die Grafik veranschaulicht die prozentuale  
Verteilung der Zellform neutrophiler Granulozyten in den beiden Lokalisationen intrazerebral und me-
ningeal. Insgesamt befanden sich 80 % der Stäbchen intrazerebral, wohingegen runde Zellen hier zu 
70 % lokalisiert waren. Die Verteilung war für alle untersuchten Gruppen gleich und demnach unab-
hängig von der Therapie mit G-CSF, egal welcher Dosierung. Es werden Mittelwerte mit einfacher 
Standardabweichung für drei biologische Replikate pro Experimentalgruppe abgebildet. Der Vergleich 
fand durch eine einfaktorielle Varianzanalyse zwischen MCAO vs. GCSF ND, MCAO vs. GCSF HD 
und GCSF ND vs. GCSF HD statt. 
4.2.3 Räumliche Verteilung der neutrophilen Granulozyten 
Im letzten Schritt wurde der Abstand neutrophiler Granulozyten auf der infarzierten 
Hemisphäre für die Versuchsgruppen MCAO, Niedrigdosis- und Hochdosistherapie 
festgestellt. Mithilfe der Nearest-Neighbor-Analyse wurden dabei 5 verschiedene 
Abstandsintervalle von minimal (< 5 Bildpunkte) bis weit auseinander liegend (≥ 25 
Bildpunkte) gebildet. Verglich man die räumliche Verteilung der neutrophilen Gra-
nulozyten in der ischämischen Hirnhälfte, galt für alle Versuchsgruppen, dass nächs-
te Nachbarn bei ca. 50 % der ausgezählten Zellen den geringsten Abstand von < 5 
Bildpunkten aufwiesen. Die zahlenmäßig deutlich geringer vorhandenen stäbchen-
förmigen Granulozyten lagen in größeren Abständen auseinander. Die meisten, im 
Mittel 44 %, befanden sich in Abständen größer oder gleich 25 Bildpunkten vonei-
nander entfernt. Runde neutrophile Granulozyten gruppierten sich deutlich stärker 
und wiesen einen Anteil von 56 % in der niedrigsten Abstandsklasse auf 
(Abbildung 27). 
4     Ergebnisse 
48 
 
Abbildung 27: Räumliche Verteilung neutrophiler Granulozyen auf der ischämischen Hirnhälfte. 
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der ausgezählten Granulozyten zu definierten Abstandsinter- 
vallen in der ipsilateralen Hemisphäre, die mittels Nearest-Neighbor-Analyse ermittelt wurden. In der 
infarzierten Hirnhälfte lagen die Gr1-positiven Zellen erwartungsgemäß dicht nebeneinander. In allen 
Versuchsgruppen wiesen ca. 50 % der ausgezählten Zellen nächste Nachbarn im Abstand von < 5 
Bildpunkten auf. Runde Zellen wiesen eine ähnliche Verteilung auf, während die zahlenmäßig gerin-
geren stäbchenförmigen Granulozyten großzügiger streuten, sodass in der größten Abstandsklasse 
die meisten Zellen zu finden waren. Für keine der experimentellen Gruppen ergab sich ein statistisch 
signifikanter Unterschied in der Subanalyse. Die Daten werden für n = 3 als Mittelwert ± Standardab-
weichung 24 Stunden nach Schlaganfall dargestellt. Es wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse 
Gruppenvergleiche zwischen MCAO vs. GCSF LD, MCAO vs. GCSF HD und GCSF LD vs. GCSF HD 
vorgenommen. 
Abbildung 28 verdeutlicht durch Voronoi-Diagramme die Nachbarschaftsverhältnisse 
der neutrophilen Granulozyten. Je kleiner die Flächen sind, desto dunkler imponiert 
der Bereich und desto enger liegen die Zellen beieinander. Die räumliche Verteilung 
war in allen Gruppen gleichartig. Die meisten eingewanderten neutrophilen Gra-
nulozyten fanden sich dabei ventrolateral im temporoparietalen Kortex, und damit in 
der Randzone des Infarktes in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Hirnhäuten. 
Hierbei wurden insbesondere das olfaktorische System sowie der primäre und se-
kundäre somatosensorische Kortex aber auch in geringerem Maße die Inselregion 
und Kerngebiete des Hypothalamus wie die präoptische Region und des mesolimbi-
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schen Systems besiedelt. Im Bereich der Basalganglien, also dem Infarktkern, der 
bereits nach 30-minütiger Okklusion infarziert ist, waren wenige neutrophile Gra-
nulozyten zu finden (Carmichael et al., 2005) (Abbildung 29). Eine ähnliche räumli-
che Verteilung neutrophiler Granulozyten wurde kürzlich mittels Nah-Infrarot-
Fluoreszenz-Imaging (erstmals für dieses Modell) und Zwei-Photonen-Mikroskopie 
nachgewiesen (Hasenberg et al., 2015; Vaas et al., 2017). Sie könnte darauf hinwei-
sen, dass neutrophile Granulozyten primär über leptomeningeale Gefäße in das is-
chämische Gehirn migrieren. 
 
Abbildung 28: Voronoi-Diagramme der ischämischen Hirnhälfte. Dargestellt werden ausgewähl- 
te Voronoi-Diagramme zur Veranschaulichung der räumlichen Verteilung neutrophiler Granulozyten in 
der ischämischen Hemisphäre 24 Stunden nach Schlaganfall. Die Verteilung der Zellen war in allen 
Gruppen gleichartig. Die meisten hirninfiltrierenden neutrophilen Granulozyten clusterten in ventrolate-
raler kortikaler Region nahe der Meningen und zeigten eine runde Erscheinungsform. Eine meninge-
ale Infiltration war in ähnlicher Lokalisation zu finden (nicht dargestellt). Stäbchenförmige Zellen ver-
teilten sich gleichförmiger und wiesen nur eine geringe Ballungstendenz in diesem Hirnareal auf. 
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Abbildung 29: Anatomische Strukturen im Koronarschnitt. Um die Lokalisation neutrophiler Gra- 
nulozyten im Voronoi-Diagramm den anatomischen Strukturen zuordnen zu können, werden diese in 
einem Koronarschnitt von Bregma +0,5 aufgeführt. 
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5 Diskussion 
5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Der ischämische Schlaganfall löst eine massive Entzündungsreaktion aus, die den 
Gewebeschaden verstärkt, aber auch an späteren Reparaturprozessen beteiligt ist. 
Zu Beginn der ischämischen Schadenskaskade führt der Untergang von Neuronen 
im Infarktgebiet zur Freisetzung sogenannter schadensassoziierter Moleküle 
(DAMPs), die Mikroglia und perivaskuläre Makrophagen aktivieren. Durch die Frei-
setzung entzündungsfördernder Mediatoren wie TNF-α und IL-1β kommt es zu einer 
verstärkten Expression von Adhäsionsmolekülen auf den zerebralen Endothelzellen. 
Aus verschiedenen experimentellen Schlaganfallstudien ist bekannt, dass es inner-
halb von Stunden nach dem Ereignis zu einer fein abgestimmten Einwanderung von 
Leukozyten in das Infarktgebiet kommt (Kostulas et al., 1998; Dimitrijevic et al., 
2007; Yilmas et al., 2008; Gelderblom et al., 2009; Möller et al., 2014). Dabei gehö-
ren neutrophile Granulozyten als Teil der angeborenen Immunantwort zu den Zellen, 
die als erste in das ischämische Gehirn infiltrieren. Sie erreichen ihr Maximum ca. 24 
Stunden nach dem Schlaganfall und werden in der Folge von Monozyten und Ma-
krophagen abgelöst (Barone et al., 1995; Ballesteros et al., 2014). Neutrophile Gra-
nulozyten wurden in zahlreichen experimentellen Studien mit einer Zunahme des 
Infarktvolumens und einem schlechteren funktionellen Outcome durch Schädigung 
des Parenchyms, der Blut-Hirn-Schranke und Ödembildung in Verbindung gebracht 
(Akopov et al., 1996; Müller et al., 2008). Hierfür wurde die Freisetzung von Enzy-
men wie der Matrix-Metalloproteinase und Neutrophilen Elastase, proinflammatori-
schen Zytokinen sowie reaktiven Sauerstoffspezies (Gidday et al., 2005; Ikegame et 
al., 2010) verantwortlich gemacht. Auch wurde der Begriff der Thromboinflammation 
geprägt, der die Verstärkung des ischämischen Traumas durch verminderte Reper-
fusion aufgrund akkumulierender neutrophiler Granulozyten und Thrombozyten be-
schreibt (Nieswandt et al., 2011). Zu einer Potenzierung der Thrombusbildung füh-
ren freigesetzte prothrombotische Faktoren und extrazelluläre Netze mit anhaften-
den Enzymen (NETs), die durch sterbende neutrophile Granulozyten gebildet wer-
den. (Darbousset et al., 2012; De Meyer et al., 2016). 
Der Wachstumsfaktor G-CSF wurde in den 2000er Jahren in einer Vielzahl präklini-
scher Studien erfolgreich zur Behandlung des ischämischen Schlaganfalls einge-
setzt (siehe Review England et al., 2009; Minnerup et al., 2008). Als primäre Wirk-
mechanismen sind die Induktion antiapoptotischer Signalwege sowie positive Effekte 
auf Neuro- und Angiogenese beschrieben. Dabei wird die Apoptose geschädigter 
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Zellen, insbesondere von Neuronen, über die Ansteuerung verschiedener Signal-
kaskaden, die zur Transkription von Wachstumsfaktoren und Zytokinen führen, ge-
hemmt. Durch Proliferation, Differenzierung und selektives Fortbestehen neuronaler 
Progenitorzellen wird zudem die Zelldichte von Neuronen erhöht (Schneider et al., 
2005). Die Aussprossung neuer Gefäße und Kollateralisierung bereits vorhandener 
unterstützt letztlich die regenerativen Prozesse über die Anbindung ans Gefäßsys-
tem (Duelsner et al., 2012). Trotz seiner vielfältigen Effekte auf das Immunsystem 
existieren überraschenderweise wenige Arbeiten zum Einfluss von G-CSF auf die 
postischämische Entzündungsreaktion. So führt G-CSF neben der primären Mobili-
sation und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten zu einer Mobilisierung von 
Stammzellen aus dem Knochenmark. Weiter nimmt G-CSF Einfluss auf die Anzahl 
und Funktion von Monozyten/Makrophagen und die Ausprägung der Immuntolleranz 
durch Verschiebung der T-Zellsubtypen, dendritischen Zellen und Zytokinproduktion 
(Rutella et al., 2007; Garcia et al., 2014). 
Aufgrund der ermutigenden experimentellen Daten wurde G-CSF 2013 in einer ran-
domisierten kontrollierten klinischen Phase-IIa-Studie zur Behandlung des Schlagan-
falls eingesetzt. Leider wurden weder der primäre Endpunkt mit Abbildung des Be-
hinderungsgrads nach 90 Tagen in Form der modifizierten Ranking Skala (mRS) 
noch der sekundäre Endpunkt mit Berechnung des NIHSS als Äquivalent des klini-
schen Outcome nach 90 Tagen erreicht (Ringelstein et al., 2013). Tatsächlich konn-
te nach reziproker Dosistranslation in den Mausorganismus gezeigt werden, dass in 
der genannten klinischen Studie eine sehr viel höhere G-CSF-Dosis als in den er-
folgreichen tierexperimentellen Studien eingesetzt wurde. Deshalb stellte sich die 
Frage, ob nachteilige immunologische Effekte des G-CSF zur gescheiterten Transla-
tion beigetragen haben könnten. Ein Hinweis hierauf könnte sein, dass in der Thera-
piegruppe der AX200-Studie mit Granulo- und Monozytose, einer signifikant erhöh-
ten Körpertemperatur und einem erhöhten C-reaktiven Protein systemische Wir-
kungen des G-CSF nachweisbar waren. Da G-CSF wie oben beschrieben auf vielfäl-
tige Weise Einfluss auf das Immunsystem nimmt, wurde in der vorliegenden Arbeit 
überprüft, ob und inwieweit G-CSF dosisabhängig zu einer verstärkten Einwande-
rung neutrophiler Granulozyten oder anderer Entzündungszellen in das ischämische 
Gehirn geführt haben könnte. Zu diesem Zweck wurde in C57BL/6-Mäusen ein ex-
perimenteller Schlaganfall ausgelöst und das Entzündungsinfiltrat im Gehirn nach 24 
Stunden mittels Durchflusszytometrie und Immunhistochemie untersucht. Die beiden 
Therapiegruppen (G-CSF in niedriger und hoher Dosierung) wurden mit Kontroll-
tieren verglichen, denen statt G-CSF die Trägersubstanz verabreicht wurde (MCAO) 
5     Diskussion 
53 
und mit Mäusen, die einer Scheinoperation ohne Auslösung eines Schlaganfalls, 
unterzogen wurden. Als Referenzwert dienten Analysen von naiven Mäusen. 
5.2 G-CSF und die Einwanderung neutrophiler Granulozyten 
Die vorliegende Arbeit konnte mittels durchflusszytometrischer Analyse nachweisen, 
dass die hochdosierte Therapie mit G-CSF 24 Stunden nach Schlaganfall nicht in 
einer vermehrten Infiltration neutrophiler Granulozyten in die ischämische Hirnhälfte 
resultiert. Zwar führte der Schlaganfall selbst zu einer sterilen Entzündungsreaktion 
mit massiver Einwanderung von neutrophilen Granulozyten, wobei fünfmal mehr als 
in scheinoperierten Mäusen ohne Infarkt zu finden waren. Dieser Effekt wurde durch 
die Hochdosis-Behandlung mit G-CSF aber nicht verstärkt. Ebenso wenig hatte die 
niedrige G-CSF-Dosis einen signifikanten Einfluss auf die Anzahl eingewanderter 
Granulozyten. Die durchflusszytometrischen Ergebnisse wurden durch aufwendige 
immunhistochemische Untersuchungen bestätigt. Beim Vergleich der beiden Hemi-
sphären konnten ca. zehnmal mehr Granulozyten in der ischämischen Hirnhälfte 
gezählt werden. Diese Asymmetrie ist hinreichend bekannt und wurde unter ande-
rem durch Morrison (2011), Enzmann (2013) sowie Perez-de-Puig (2015) und Kolle-
gen beschrieben. G-CSF beeinflusste neutrophile Granulozyten nicht zahlenmäßig, 
doch inwieweit möglicherweise ihre Effektorfunktionen verändert wurden, war nicht 
Teil der vorliegenden Arbeit. Tatsächlich gibt es Studien, die gezeigt haben, dass  
G-CSF den „oxidative Burst“ und die Phagozytosekapazität von Granulozyten ver-
stärkt (Roilides et al., 1992; Carulli et al., 1995; Jaeger et al., 1999). Ebenso stimu-
liert die Gabe von G-CSF die Bildung von NETs. Bereits eine einzige Dosis reicht 
aus, um eine gesteigerte Formierung von NETs zu bewirken, die bei täglicher Appli-
kation nochmals potenziert wird. Eine kongruente Steigerung thrombotischer Ereig-
nisse wurde nicht beobachtet, wobei nicht ausgeschlossen wurde, dass dies unter 
bestimmten Bedingungen möglich ist (Schoergenhofer et al., 2017). Zum Beispiel 
wies eine Arbeit nach, dass durch Tumorzellen produziertes G-CSF ursächlich für 
die prothrombogenen Eigenschaften des Blutes von Krebspatienten ist (Demers et 
al., 2012). Um diesbezüglich Aufschluss zu erhalten, wären funktionelle Analysen 
zur Aktivität der Myeloperoxidase bzw. die Anfärbung von NETs hilfreich wie es in 
der Studie von Perez-de-Puig und Kollegen vorgenommen wurde. Sie zeigten, dass 
ca. 15 % bis 20 % der Neutrophilen Hinweise auf die Formierung von NETs lieferten 
und somit potentiell umliegendes Gewebe zerstören könnten. 
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5.3 G-CSF und die Zusammensetzung des frühen entzündlichen In-
filtrats im Gehirn 
Durch die hochdosierte Behandlung mit G-CSF kam es zu einer signifikanten Zu-
nahme CD45-hochpositiver Leukozyten in der ischämischen Hirnhälfte, und zwar 
sowohl im Vergleich zu den unbehandelten Kontrolltieren als auch im Vergleich zur 
niedrigen G-CSF-Dosis. Wie oben bereits erwähnt, waren neutrophile Granulozyten 
nicht für diese Differenz verantwortlich. Stattdessen zeigte sich in der Hochdosis-
gruppe ein massiver Anstieg von Makrophagen, inflammatorischen Monozyten so-
wie einer Ly6C/MHC-II-positiven Mischpopulation, die wahrscheinlich Monozyten im 
Übergang zu Makrophagen und dendritische Zellen umfasst (Wagner et al., 2014). 
Neben dem monozytären Marker Ly6C exprimierten sie zusätzlich MHCII. Letzterer 
weist auf die Ausbildung phagozytierender und antigenpräsentierender Eigenschaf-
ten hin und wird vor allem bei proinflammatorisch ausgerichteten Makrophagen so-
wie klassischen dendritischen Zellen vorgefunden, die über T-Zellregulierung Ein-
fluss auf das angeborene Immunsystem nehmen (Merad et al., 2013; Kim et al., 
2016). 
Auffällig war, dass die F4/80-positive Makrophagenpopulation bereits zu diesem frü-
hen Zeitpunkt die zahlenmäßig stärkste Population im Gehirn darstellte. Da nicht nur 
Makrophagen sondern auch aktivierte Mikrogliazellen F4/80 exprimieren, kann die-
ser Umstand auf eine zusätzliche Detektion jener Mikrogliapopulation zurückzufüh-
ren sein. Mikrogliazellen und perivaskuläre Makrophagen sind die ersten Immunzel-
len, die auf den Entzündungsreiz durch Ischämie reagieren (Schilling et al., 2003; 
Neumann et al., 2008; Iadecola et al., 2011). Generell ist die Unterscheidung von 
Makrophagen und aktivierten Mikrogliazellen anhand der Oberflächenantigene nur 
eingeschränkt möglich, weil beide Zelltypen aufgrund ihrer ähnlichen Funktion ein 
hochkongruentes Antigenmuster aufweisen (Patel et al., 2013). Eine eindeutige Zu-
ordnung gelingt nur über aufwendige Analysen der genetischen Signatur wie z. B. 
für Transkriptionsfaktoren oder über Verfolgung der Migration markierter Knochen-
markstransplantate sowie peripherer Phagozyten (Ginhoux et al., 2003; Rausch et 
al., 2001). Vergleichbare Ergebnisse wie in der vorliegenden Studie lieferte die Ar-
beitsgruppe um Gelderblom, die allerdings ohne G-CSF-Therapie eine frühe Aktivie-
rung von Mikrogliazellen und in geringerem Maße Makrophagen (nach 12 bis 24 
Stunden) im ischämischen Hirn vorfand (Gelderblom et al., 2009). Andere Arbeiten 
propagieren eine spätere Ausbildung von monozytären Makrophagen (Barone et al., 
1995; Schilling et al., 2003; Breckwoldt et al., 2008). 
5     Diskussion 
55 
Unklar ist, auf welche Weise die Behandlung mit G-CSF zu einer verstärkten Rekru-
tierung von Ly6C-positiven Monozyten in das ischämische Gehirn führt. Eine Mo-
nozytose, wie in der AX200-Studie, fand sich in der vorliegenden Arbeit bis 24 Stun-
den nach Schlaganfall nicht (siehe unten). In-vitro-Experimente haben gezeigt, dass  
G-CSF zu einer verstärkten Adhäsionsmolekülexpression auf Endothelzellen führt, 
und damit die Adhäsion von Leukozyten fördert (Fusté et al., 2004). Ob G-CSF auch 
die Adhäsionsmolekülexpression auf zirkulierenden Immunzellen moduliert, wie für 
GM-CSF beschrieben (Novella et al., 1997), ist unbekannt und könnte Gegenstand 
weiterer Untersuchungen, auch im Schlaganfallmodell, sein. Eine weiterführende 
Studie unserer Arbeitsgruppe konnte keine gesteigerte Genexpression von relevan-
ten Chemokinen und inflammatorischen Zytokinen durch G-CSF feststellen, die zu 
einer verstärkten Rekrutierung führen würde (Wagner et al., 2014). 
Welchen Einfluss die verstärkte Einwanderung von Monozyten/Makrophagen unter 
der Hochdosisbehandlung mit G-CSF auf den postischämischen Entzündungspro-
zess nimmt, bleibt mit der vorliegenden Arbeit ebenso unbeantwortet. Inflammatori-
schen Monozyten wurden in einigen experimentellen Studien zum ischämischen und 
hämorrhagischen Infarkt sowie Myokardinfakt nachteilige Effekte zugeschrieben, 
u. a. über die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α (Dimitrijevic et 
al., 2007; Nahrendorf et al., 2007; Taguchi et al., 2007; Schilling et al., 2009; Ham-
mond et al., 2014). Die Arbeitsgruppe um Gliem (2012) zeigte dagegen, dass sie 
zum Erhalt der neurovaskulären Integrität beitragen und damit Einblutungen in das 
Infarktgebiet verhindern. In einer Studie von Wattananit (2016) wurde auf die Bedeu-
tung von Ly6C-positiven Monozyten für die langfristige funktionelle Erholung nach 
einem Schlaganfall hingewiesen. Ein Erklärungsmodell liefern weitere kürzlich er-
schienene Arbeiten, die postulieren, dass inflammatorische Monozyten mit ein- bis 
zweiwöchiger Latenz im Infarktgebiet in Ly6C-niedrigpositive/-negative Monozyten 
differenzieren, die eine wichtige Rolle für die Entwicklung von antiinflammatorischen 
M2-Makrophagen spielen (Gliem et al., 2012; Chu et al., 2014; Miró-Mur et al., 
2016). Diese wirken durch Ausschüttung von TGF-ß und IL-10 sowie Phagozytose 
von Zelldebris antiinflammatorisch (Hu et al., 2012) und fördern die Axonausspros-
sung durch Ausschüttung von Wachstumsfaktoren. Genauso wie neutrophile Gra-
nulozyten scheinen inflammatorische Monozyten über die meningealen Gefäße an-
zufluten (Miró-Mur et al., 2016). Hier sind weiterführende Arbeiten erforderlich, die 
neben mechanistischen Untersuchungen neurologische Endpunkte wie das Infarkt-
volumen und die funktionelle Erholung zu einem späteren Zeitpunkt einbeziehen, 
wie es Wattananit (2016) bereits aufzeigt. 
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Interessanterweise führte die hochdosierte Therapie mit G-CSF zu einer verstärkten 
Rekrutierung von T-Lymphozyten in das ischämische Gehirn. Da die Differenzierung 
der T-Lymphozytensubpopulationen abseits des eigentlichen Fokus der Arbeit lag, 
wurden keine weiteren Differenzierungen anhand von Oberflächenmarkern vorge-
nommen. Pathophysiologisch sind T-Zellen in der Frühphase des Schlaganfalls für 
eine Reihe Antigen-unabhängiger schädlicher Effekte verantwortlich. So tragen re-
gulatorische T-Zellen durch erhöhte Interaktion mit Endothelzellen und Thrombozy-
ten zum Unterhalt der Thromboinflammation bei, woraus eine Mikrozirkulationsstö-
rung im Ischämiegebiet resultiert. Erst nach etwa einer Woche wird der Wechsel 
zum antiinflammatorischen Phänotyp vollzogen, der überwiegend IL-10 und TGF-ß 
abhängig agiert (Liesz et al., 2009; Kleinschnitz et al., 2013). Eine Arbeit wies den 
Einfluss von NK-T-Zellen auf den neuronalen Zelluntergang durch direkte zytotoxi-
sche Effekte, erhöhte neuronale Erregbarkeit mit resultierendem gesteigerten Sau-
erstoffbedarf und Verstärkung der lokalen Entzündungsreaktion nach (Gan et al., 
2014). Bekannter noch ist die Auswirkung von IL-17-produzierenden γδT-Zellen auf 
die lokale Entzündungsreaktion. Aktiviert durch DAMPs und makrophagensezer-
niertes IL-23, führt die Ausschüttung des proinflammatorischen Zytokins IL-17 zur 
Bildung von Matrix-Metalloproteinasen, die mit dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-
Schranke assoziiert sind. Außerdem wurde als schädigender Mechanismus die ver-
mehrte Produktion von CXCL-1 in Astrozyten angeführt, das wiederum neutrophile 
Granulozyten rekrutiert (Shichita et al., 2009; Gelderbloom et al., 2012). In der suba-
kuten Phase werden insbesondere CD4- und CD8-positive T-Lymphozyten antigen-
abhängig aktiviert. B-Lymphozyten scheinen eher keine Rolle zu spielen (Yilmaz et 
al., 2006). 
5.4 G-CSF und die räumliche Verteilung einwandernder neutrophiler 
Granulozyten 
Der zeitliche Ablauf der Immunzellinfiltration nach einem Schlaganfall wurde in zahl-
reichen experimentellen Studien beschrieben (Kostulas et al., 1998; Dimitrijevic et 
al., 2007; Yilmas et al., 2008). Wenige Erkenntnisse gibt es dagegen zur räumlichen 
Organisation der Entzündungsreaktion. In der vorliegenden Arbeit gaben die immun-
histochemischen Analysen, über die reine Quantifizierung hinaus, Aufschluss über 
die räumliche Verteilung der eingewanderten neutrophilen Granulozyten. Hierbei 
zeigte sich, dass der Großteil der Granulozyten auf der ischämischen Hemisphäre 
im temporoparietalen Kortex, in unmittelbarer Nachbarschaft zu den Hirnhäuten lo-
kalisiert war. Ca. 25 % der ausgezählten Zellen lagen in den Leptomeningen selbst. 
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Auf der nicht infarzierten Hirnhälfte befanden sich deutlich mehr neutrophile Gra-
nulozyten intrazerebral, sodass lediglich 10 % in den Meningen auszumachen wa-
ren. Diese Verteilung lässt Rückschlüsse auf den mutmaßlichen Rekrutierungsweg 
der Granulozyten zu. So ist bekannt, dass neutrophile Granulozyten in der experi-
mentellen autoimmunen Enzephalomyelitis, dem Tiermodell der Multiplen Sklerose, 
primär über das Gefäßsystem der Meningen anfluten (Christy et al., 2012; Sayed et 
al., 2010). Dabei fungieren ortsständige Mastzellen über die Produktion von TNF-α 
als Initiatoren der frühen Neutrophileninvasion. Auch im Schlaganfall könnte dieser 
Mechanismus Gültigkeit haben. In den letzten Jahren wurde diesbezüglich intensi-
viert geforscht. Bliss und Kollegen wiesen 2014 nach, dass meningeale Mastzellen 
unter anderem über IL-6 entscheidend zu den zentralen Mechanismen in der 
Schlaganfallpathologie beitragen, wobei neben der Steigerung der Neutrophilenmi-
gration die Ausbildung eines Hirnödems und das Infarktwachstum negativ beein-
flusst werden (Arac et al., 2014). Auf der kontralateralen Hemisphäre findet dieser 
Rekrutierungsmechanismus nicht statt. 
Ein ähnliches Verteilungsmuster der Granulozyten wie in der vorliegenden Arbeit 
wurde bereits im permanenten Schlaganfallmodell der Ratte (Möller et al., 2014) und 
Maus (Perez-de-Puig et al., 2015) beschrieben. Für die Okklusion der distalen A. 
cerebri media ist in diesen Modellen aber eine offene Kraniotomie erforderlich. Hier-
durch kommt es zu einer Verletzung der Hirnhäute, die die lokale Akkumulation von 
neutrophilen Granulozyten zusätzlich erklären kann. Enzmann und Kollegen (2012) 
beobachteten jedoch auch im transienten Schlaganfallmodell der Maus eine An-
sammlung neutrophiler Granulozyten in den Leptomeningen und im umgebenden 
Kortex. Interessanterweise waren die Zellen in dieser Studie nahezu ausschließlich 
intravasal bzw. im perivaskulären Raum lokalisiert, eine Beobachtung, die zwischen-
zeitlich relativiert wurde (Perez-de-Puig et al., 2015; Ullrich et al., 2014). Letztere 
Arbeit konnte mittels immunhistochemischer Analysen nachweisen, dass 24 Stun-
den nach Ischämie ca. 60 % der Neutrophilen im Hirnparenchym, allerdings in enger 
Nachbarschaft zu Gefäßen lokalisiert sind. Diese Verteilung wurde durch die Zugabe 
von G-CSF nicht verändert (Ullrich et al., 2014). Bei großen Infarkten wäre es aller-
dings vorstellbar, dass der Zusammenbruch des pialen Anastomosennetzes durch 
die ausgeprägte Hirnschwellung der Einwanderung von Granulozyten über die Me-
ningen entgegenwirkt (Perez-de-Puig et al., 2015). Aufgrund der gewählten Metho-
den war die vorliegende Arbeit nicht dazu ausgelegt festzustellen, ob die infiltrieren-
den neutrophilen Granulozyten auch die Glia limitans überwinden und ins Pa-
renchym einwandern oder ob etwaige parenchymatös gelegene Neutrophile durch 
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Phagozytose, oxidativen Burst sowie Bildung von NETs auch tatsächlich gewebs-
schädigend agieren. 
Im Bereich der Stammganglien, dem eigentlichen Infarktkern bei der transienten 
Okklusion der mittleren Hirnarterie, fand sich in der vorliegenden Arbeit nur eine ge-
ringe Ansammlung von neutrophilen Granulozyten. Ähnliche Beobachtungen wurden 
durch andere Arbeitsgruppen gemacht (Enzmann et al., 2012; Perez-de-Puig et al., 
2015). Dies erscheint auf den ersten Blick verwunderlich, weil man in diesem am 
stärksten geschädigten Areal mit einer massiven Freisetzung von DAMPs und in der 
Folge proinflammatorischen Zytokinen durch untergehende Zellen rechnen würde. 
Andererseits sterben aufgrund des absoluten Energiemangels auch Mikrogliazellen 
und perivaskuläre Makrophagen ab, wodurch die Ausschüttung von entzündungs-
fördernden Interleukinen und Chemokinen mit resultierender Rekrutierung von weite-
ren Leukozyten verhindert werden könnte. Eine weitere mögliche Erklärung ist, dass 
die Versorgung dieses Hirnareals in der Regel über Endstromarterien erfolgt, sodass 
fehlende Kollateralen die Extravasation von Neutrophilen verhindert haben könnten. 
Neben den genannten Lokalisationen kam es um den Sehnerv, der selbst nicht im 
Präparat enthalten war, die präoptische Region und das olfaktorische System zu 
einer Ansammlung von neutrophilen Granulozyten. Die A. ophthalmica, die den Seh-
nerv versorgt, wird aus der A. carotis int. gespeist, die durch die Fadenokklusion 
temporär mit verschlossen ist. Gleichermaßen kann die präoptische Region durch 
einen indirekten Verschluss lentikulostriatärer Äste der mittleren Hirnarterie in Mitlei-
denschaft gezogen worden sein. Beide Veränderungen sind für das gewählte 
Schlaganfallmodell bekannt (Enzmann et al., 2013). Der Wachstumsfaktor G-CSF 
nahm, unabhängig von seiner Dosierung, keinen Einfluss auf die beschriebene Ver-
teilung neutrophiler Granulozyten in Hirngewebe und Hirnhäuten. 
5.5 G-CSF und die Zellmorphologie einwandernder neutrophiler Gra-
nulozyten 
Darüber hinaus fand eine Bewertung der neutrophilen Granulozyten hinsichtlich ihrer 
Zellmorphologie statt, wobei runde und stäbchenförmige Granulozyten unterschie-
den wurden (Audoy-Rémus et al., 2008; Roy et al., 2012). Die Zellform wird in der 
Literatur mit verschiedenen Stadien der Leukozyteninvasion in Verbindung gebracht. 
Dabei weist die stäbchenförmige Morphologie auf eine integrinvermittelte Adhäsion 
der Zelle an die Gefäßwand und eine bevorstehende Diapedese hin (Ehrengruber et 
al., 1996; Roy et al., 2012; Audoy-Rémus et al., 2008). Sie findet sich zudem bei 
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proliferierenden Zellen (Roy et al., 2012). Dagegen werden runde Leukozyten mit 
einem früheren Stadium der Transmigrationskaskade, nämlich dem Anhaften und 
Rollen in Verbindung gebracht (Ehrengruber et al., 1996; Audoy-Rémus et al., 
2008). Vallières und Sawchenko (2003) genauso wie Roy und Kollegen (2012) be-
schrieben jedoch auch das Vorliegen runder Zellen, im Hirnparenchym selbst, so-
dass es nach erfolgter Einwanderung erneut zu einem Wandel der Morphologie 
kommen kann. 
In der vorliegenden Arbeit zeichneten sich ca. 80 % der Zellen durch eine runde 
Morphologie aus, und zwar unabhängig von der erfolgten Behandlung. Sie waren 
überwiegend im temporoparietalen Kortex der infarzierten Hemisphäre lokalisiert, 
teilweise auch in den angrenzenden Hirnhäuten. Darüber hinaus wurden Ansamm-
lungen von runden, lose anhaftenden neutrophilen Granulozyten in größeren me-
ningealen und intraparenchymatösen Gefäßen innerhalb des Infarktareals detektiert, 
die als solche aufgrund der ovalen bis runden Gewebsaussparung identifiziert wur-
den. Da keine immunhistochemische Anfärbung der Gefäße erfolgte, muss offen 
bleiben, wie viele runde Granulozyten im Hirnparenchym selbst und wie viele in klei-
neren intrazerebralen Gefäßen lokalisiert waren. 
20 % der Zellen fielen durch eine stäbchenförmige Morphologie auf. Sie sammelten 
sich weniger im Kortex an und waren im Vergleich zu runden Zellen gleichmäßiger 
über die Hemisphäre verteilt. Eine denkbare Erklärung ist, dass zum Untersu-
chungszeitpunkt 24 Stunden nach Ischämie bereits der Großteil neutrophiler Gra-
nulozyten in das Hirnparenchym eingewandert ist und damit wieder eine runde Zell-
form angenommen hat. Vereinzelt wurden auch stabförmige neutrophile Granulozy-
ten mit mehr als zwei Zellpolen (sternförmig) beobachtet. Sie befanden sich mög-
licherweise innerhalb einer Gefäßabzweigung oder proliferierten (Roy et al., 2012). 
Eine Umverteilung beider Zellformen hinsichtlich ihrer Lage in den Hirnhäuten oder 
im Hirngewebe konnte infolge der Therapie mit G-CSF nicht beobachtet werden. In 
der MCAO-Gruppe wie auch in den Therapiegruppen waren von beiden Zellformen 
etwa ein Viertel in den Meningen und drei Viertel im Hirngewebe lokalisiert. Demzu-
folge konnte in den Meningen nach G-CSF-Gabe keine verstärkte Endothelbindung 
beobachtet werden, die Ausdruck einer gesteigerten Einwanderung neutrophiler 
Granulozyten über die Hirnhäute ins Hirngewebe gewesen wäre. 
In der gesunden Hirnhälfte war das Verhältnis von stäbchenförmigen und runden 
neutrophilen Granulozyten ausgeglichen. Zellen mit länglicher Morphologie befan-
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den sich fast ausschließlich intrazerebral, wobei es insgesamt nur zu einer geringen 
Besiedelung der Meningen kam, auch von runden Zellen. Es lässt sich vermuten, 
dass stäbchenförmige Granulozyten das Gefäßsystem patrouillieren, aber nicht ins 
Parenchym übergehen. Darüber hinaus kam es weder durch den Schlaganfall noch 
durch die G-CSF-Therapie zu einer vermehrten Rekrutierung über die Meningen und 
folglich auch zu keiner gehäuften Ansammlung runder bereits ins Parenchym einge-
wanderter Granulozyten. 
Die Behandlung mit G-CSF veränderte die Morphologie neutrophiler Granulozyten 
im Gehirn nicht. Es ist folglich unwahrscheinlich, dass er Einfluss auf die Kinetik der 
Immunzellinfiltration im Schlaganfall nimmt. G-CSF wirkt demnach weder che-
motaktisch noch chemokinetisch, wie auch andere Arbeiten aufzeigen konnten 
(Wengner et al., 2008). Dem entgegen steht die Studie von Chakraborty und Kolle-
gen (2003). Sie diskutierten eine verstärkte Bindung von neutrophilen Granulozyten 
an Adhäsionsmoleküle durch G-CSF, die jedoch später auftritt als die durch Chemo-
kine induzierte Adhäsion. Durch die relativ gesehen späte Gefäßbindung verzögert 
sich der Gestaltwechsel von neutrophilen Granulozyten, die daraufhin aufgrund ihrer 
Größe in den kleinen Kapillaren mechanisch festgehalten werden, sodass nachfol-
gende Neutrophile akkumulieren (Chakraborty et al., 2003). 
5.6 G-CSF und die periphere bzw. systemische Immunantwort 
Wie oben ausgeführt, veränderte der Wachstumsfaktor G-CSF die Einwanderung 
neutrophiler Granulozyten in das ischämische Gehirn 24 Stunden nach Schlaganfall 
nicht. In ähnlicher Weise führte die Behandlung mit G-CSF, gleich welcher Dosie-
rung, zu keiner signifikanten Granulozytose im peripheren Blut. Zwar zeigte sich in 
allen Mäusen, die einen Schlaganfall erlitten hatten, eine Verschiebung hin zu neu-
trophilen Granulozyten (bei naiven Tieren 10 % bis 20 % aller Leukozyten, nach 
Schlaganfall ca. 50 %), diese war in den G-CSF-Gruppen allerdings nicht signifikant 
gesteigert. Anders als im Menschen herrscht im Blut gesunder Mäuse ein Verhältnis 
von 75 % bis 90 % Lymphozyten zu 10 % bis 25 % Neutrophilen (Mestas et al., 
2004). 
Tatsächlich führt der Schlaganfall allein zu einer erheblichen Mobilisation von 
neutrophilen Granulozyten in die Zirkulation, wie in dieser und anderen experimen-
tellen Arbeiten sowie klinischen Studien gezeigt (Morrison et al., 2011; Ross et al., 
2007). Für die fehlende Augmentation durch G-CSF, das die Reifung und Freiset-
zung neutrophiler Granulozyten aus dem Knochenmark und anderen Organen mit 
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Speicherfunktion, wie der Lunge fördert (Bierman et al., 1952), ist möglicherweise 
der frühe Untersuchungszeitpunkt verantwortlich zu machen. Der Wachstumsfaktor 
wirkt selbst nicht chemokinetisch, sondern über sekundäre Mechanismen wie die 
verminderte Expression von SDF-1 (IL-12) und seinem Rezeptor CXCR-4, die zur 
Freisetzung von Granulozyten aus dem Knochenmark notwendig sind (Christopher 
et al., 2007; Levesque et al., 2009). Obwohl zusätzlich die durchschnittliche Zyklus-
zeit bei Mäusen um 35 % und bei Menschen um 65 % verkürzt wird, erfolgt die 
postmitotische Freisetzung trotzdem erst nach 1 bis 2 Tagen statt 3 bis 4 Tagen 
(Lord et al., 1992; Schmitz et al., 1993). 
In der vorliegenden Arbeit war eine signifikante T- und B-Lymphopenie der schlag-
anfallgeschädigten Mäuse auffällig im Vergleich zur Scheinoperation, die Ausdruck 
der peripheren Immundepression nach einem Schlaganfall ist. Sie ist gekennzeich-
net durch einen massiven Verlust von B- und T-Lymphozyten in den sekundär lym-
phatischen Organen, die innerhalb der ersten 24 Stunden beginnt und ihr Maximum 
3 bis 4 Tage nach einem Schlaganfall erreicht (Offner et al., 2006; Seifert et al., 
2012). Ihr Vorliegen ist mit der hohen Rate infektiöser Komplikationen bei Schlagan-
fallpatienten, insbesondere dem Auftreten von Pneumonien und Harnwegsinfekten 
assoziiert (Dirnagl et al., 2007). Mechanistisch liegt u. a. eine Überaktivierung des 
sympathischen Nervensystems mit katecholaminvermittelter Apoptose von B- und  
T-Lymphozyten zugrunde (Prass et al., 2003). Eine Differenzierung der T-Zellsub-
populationen in dieser Arbeit ergab, dass insbesondere T-Helferzellen durch den 
Schlaganfall signifikant abnahmen. Diese Tatsache konnte ebenfalls in Schlag-
anfallpatienten nachgewiesen werden (Hug et al., 2009). 
Aber auch die Zahl zytotoxischer T-Zellen sank. Die Therapie mit G-CSF veränderte 
das Verhältnis aus zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen nicht zusätzlich. Unbe-
einflusst blieben natürliche Killerzellen, entgegen den Beobachtungen von Hug und 
Kollegen (2009) im humanen Schlaganfall, wo sie ebenfalls in verringerter Zahl vor-
lagen. Dagegen waren im peripheren Blut der Mäuse, die mit hochdosiertem G-CSF 
behandelt wurden, nach 24 Stunden signifikant mehr CD4/CD25-positive T-Zellen 
nachzuweisen als bei der Niedrigdosis. Gegenüber dem unbehandelten Schlaganfall 
war der Mittelwertunterschied deutlich, aber nicht signifikant. Es ist anzunehmen, 
dass CD4/CD25-positive T-Zellen den regulatorischen T-Zellen zuzuordnen sind, 
obwohl der spezifischere Marker Foxp3 nicht untersucht wurde, da dieser intrazellu-
lär liegt und im vorliegenden Versuchsdesign nicht verwendet werden konnte. In der 
Tat wird der G-CSF-Rezeptor auch auf T- und B-Lymphozyten exprimiert, sodass 
die Effekte von G-CSF nicht auf myeloide Zellen beschränkt sind (Morikawa et al., 
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2002). Zahlreiche Arbeiten konnten zeigen, dass G-CSF Einfluss auf T-Zellantwor-
ten nimmt, u. a. indem er das Gleichgewicht hin zu Th2-polarisierten T-Zellen ver-
schiebt und die Freisetzung IL-10-produzierender regulatorischer T-Zellen fördert 
(Pan et al., 1995; Rutella et al., 2004/2007; Franzke et al., 2006; Wagner et al., 
2014). Subtypen dendritischer Zellen nehmen dabei entscheidenden Einfluss (Rutel-
la et al., 2004/2007). In der Frühphase des Schlaganfalls, die hier untersucht wurde, 
spielt die adaptive Immunantwort allerdings keine Rolle. Zu diesem Zeitpunkt wer-
den regulatorischen T-Zellen über eine Verlegung der Mikrozirkulation eine schädi-
gende Rolle zugeschrieben (Kleinschnitz et al., 2013). Man könnte daher schlussfol-
gern, dass sich die höhere Zahl regulatorischer T-Zellen im Blut von Mäusen, die mit 
einer Hochdosis-G-CSF-Therapie behandelt wurden, eher ungünstig auf die Infarkt-
entwicklung und das funktionelle Outcome auswirkt. Da in der vorliegenden Arbeit 
ausschließlich immunologische Endpunkte betrachtet wurden, sind hier weiterfüh-
rende Untersuchungen notwendig. Erst mit mehrtägiger Latenz nehmen regulatori-
sche T-Zellen protektiven Einfluss auf die postischämische Entzündungsreaktion 
(Liesz et al., 2009). Dendritische Zellen werden durch regulatorische T-Zellen ange-
regt vermehrt immunsupprimierende Zytokine zu produzieren (Serra et al., 2003) 
und gehindert Effektor-T-Zellen zu aktivieren (Tadokoro et al., 2006). Zu diesem 
Zeitpunkt führt die Depletion von regulatorischen T-Zellen zu einer vermehrten Frei-
setzung proinflammatorischer Zytokine wie TNF-α und IFN-γ durch ortsständige 
Mikroglia und eingewanderte T-Lymphozyten. Sie ist mit einem verstärkten Infarkt-
wachstum und einem schlechteren funktionellen Outcome assoziiert. Unklar bleibt 
daher auch, inwieweit G-CSF über die Beeinflussung regulatorischer T-Zellen mittel- 
bis langfristig eher günstige Effekte auf die Entzündungsreaktion hat. 
Weder der Schlaganfall selbst noch die Behandlung mit G-CSF führte in dieser Ar-
beit zu einer relevanten Veränderung des Milzgewichts. Ein Grund hierfür ist sicher-
lich der frühe Untersuchungszeitpunkt, da die oben erwähnte Atrophie der sekundär 
lymphatischen Organe nach einem Schlaganfall in der Regel erst nach ca. 3 Tagen 
eintritt (Offner et al., 2006). G-CSF führte in zahlreichen Arbeiten zu einer Zunahme 
des Milzgewichts. In einigen Fällen traten sogar Milzrupturen auf. Diese Beobach-
tung ist allerdings ebenfalls erst mit mehrtägiger Latenz zum Therapiebeginn nach-
weisbar (Roberts et al., 2000; Masood et al., 2008). Daneben zeigte sich in allen 
Gruppen, auch den scheinoperierten Mäusen, eine Gewichtsabnahme von etwa 
10 % im Vergleich zum Ausgangsgewicht, die auf Narkose und Operationsstress 
zurückzuführen ist. Im Verlauf ist bei den schlaganfallgeschädigten Mäusen ein fort-
schreitender Gewichtsverlust zu erwarten, der von der Größe des Infarktes und da-
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mit der Beeinträchtigung der Versuchstiere abhängt. Das Gewicht scheinoperierter 
Mäuse erholt sich in diesem Zeitraum dagegen wieder und steigt auf das Vorniveau 
(Liesz et al., 2009; Minnerup et al., 2009). Die Behandlung mit G-CSF führte zu kei-
ner signifikanten Veränderung des Körpergewichts nach 24 Stunden, wie auch an-
dere Arbeitsgruppen berichtet haben (Schäbitz et al., 2003; Gibson et al., 2005). 
5.7 Methodische Einflussfaktoren und Limitationen der Arbeit 
Im Folgenden soll auf einige grundlegende methodische Einflussfaktoren und Limita-
tionen der Arbeit eingegangen werden. 
5.7.1 Berechnung der murinen Äquivalenzdosis 
Die Rückrechnung der G-CSF-Dosis, die in der AX200-Studie an 328 Schlaganfall-
patienten eingesetzt wurde, erfolgte mit der körperoberflächennormierten Formel 
von Reagan-Shaw (Reagan-Shaw et al., 2008). Sie korreliert in Säugetieren gut mit 
Stoffwechselparametern wie Sauerstoff-Verwertung, Kalorienverbrauch, Blutvolu-
men und Nierenfunktion und ist damit besser geeignet als eine einfache Dosiskon-
version auf Basis des Körpergewichts. Die in der AX200-Studie applizierte Dosis 
wurde im Rahmen einer Dosiseskalationsstudie festgelegt, die den Dosierungsbe-
reich erfolgreicher präklinischer Studien in vier Abstufungen (30, 90, 135 und 
180 µg/kgKG) testete und damit eine solche einfache Dosiskonversion vornahm. 
Wendet man stattdessen die o. g. körperoberflächennormierte Formel an, ergibt 
sich, dass in der klinischen Studie eine 10- bis 20-fach höhere Dosierung eingesetzt 
wurde als in den experimentellen Studien. Daraus wurde die Hypothese abgeleitet, 
dass nachteilige immunologische Effekte des G-CSF die erfolgreiche Translation 
verhindert haben könnten. Die Autoren der AX200-Studie selbst spekulierten, dass 
eine erhöhte Körpertemperatur und Granulo- bzw. Monozytose in der Therapiegrup-
pe zum Scheitern der Studie beigetragen haben könnten. Einige Studien konnten 
tatsächlich darlegen, dass eine Dosisabhängigkeit der immunologischen Effekte von 
G-CSF besteht (Rutella et al., 2005; Garcia et al., 2014). 
Nach Durchführung der Experimente für die Arbeit kritisierten Blanchard und Kolle-
gen, dass die humane Äquivalenzdosis (engl. Human Equivalent Dosis, HED), wie 
von Reagan-Shaw postuliert, nicht mit der pharmakologisch aktiven Dosis (engl. 
Pharmacological Active Dose, PAD) gleichzusetzen ist. Die korrektere, aber auch 
aufwendigere Variante zur Bestimmung der PAD ist das sogenannte „Physiologically 
Based Pharmacokinetic Modeling (PBPK)“, eine mathematische Methode, die den 
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Körper als Zusammensetzung unterschiedlicher Kompartimente beschreibt. Die 
physikalischen Eigenschaften des Medikamentes und ihr speziesspezifischer Meta-
bolismus werden ebenso beachtet, um Aufnahme, Verteilungsvolumen und Aus-
scheidung der Substanz im Zielorganismus vorherzusagen (Blanchard et al., 2015). 
Andere, weniger kritische Stimmen befürworten zwar die Zuhilfenahme der HED, 
fordern jedoch zusätzliche Anpassungen unter Beachtung der Applikationsform und 
Absorption, um die maximale empfohlene Anfangsdosis berechnen zu können (Nair 
et al., 2016). 
5.7.2 Wahl des Schlaganfallmodells 
Die experimentelle Schlaganfallforschung verfügt über eine Vielzahl von Modellen, 
um das Auftreten eines ischämischen Schlaganfalls in Versuchstieren zu modellie-
ren. Die am häufigsten angewandte Methode ist der in dieser Studie eingesetzte 
transiente Verschluss der mittleren Hirnarterie mit einem Filament (tMCAO) (Chiang 
et al., 2011). Die tMCAO zeichnet sich durch gut reproduzierbare Infarktvolumina 
und variabel wählbare Verschlusszeiten aus (Canazza et al., 2014). Sie ist vor allem 
für Studien zur Neuroprotektion geeignet, da bereits nach kurzer Verschlusszeit eine 
ischämische Penumbra entsteht. Kritisiert wird, dass die schnelle Rezirkulation nach 
dem Fadenzug mit sofortiger Wiederherstellung des Energiestoffwechsels Therapie-
verfahren wie der interventionellen Thrombektomie näher kommt als dem natürli-
chen Verlauf des menschlichen Schlaganfalls (Hossmann et al., 2012). Er ist durch 
eine langsame und graduelle Rückbildung der Perfusionsstörung gekennzeichnet. 
Gegenüber permanenten Modellen wie dem distalen Verschluss der mittleren Hirn-
arterie, die diesen Nachteil nicht haben, besteht allerdings keine Notwendigkeit zur 
Kraniotomie. Thrombembolische Modelle, die die Pathophysiologie des humanen 
Schlaganfalls wahrscheinlich am besten widerspiegeln, sind durch eine extrem hohe 
Varianz des Infarktvolumens gekennzeichnet und werden daher primär eingesetzt, 
um neue thrombolytische Substanzen im Schlaganfall zu testen (Charmichael et al., 
2005). 
Dazu kommt, dass auch die Entzündungsreaktion nach einem Schlaganfall in Ab-
hängigkeit des gewählten Modells variiert. So konnten Zhou und Kollegen belegen, 
dass der permanente Verschluss der distalen mittleren Hirnarterie durch Elektrokoa-
gulation zu einer stärkeren Einwanderung von Immunzellen in das Infarktgebiet führt 
(Zhou et al., 2013). Diese Beobachtung steht möglicherweise auch mit der o. g. Kra-
niotomie in Verbindung. Klar ist, dass alle genannten Modelle immer nur Aspekte der 
humanen Pathophysiologie abbilden können. Aus diesem Grund sollten präklinische 
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Daten vor Translation eines Therapiekonzeptes immer in einem zweiten Schlagan-
fallmodell validiert werden. Experten raten zudem dazu, ihre Reproduzierbarkeit in 
einer zweiten Spezies, idealerweise am Großtier, wie z. B. dem Schaf, das wie der 
Mensch über ein gyrenzephales Gehirn verfügt, zu prüfen (STAIR, 1999). Präklini-
sche Tierstudien zum Effekt von G-CSF im Schlaganfall zeichnen sich nach Ge-
sichtspunkten der STAIR-Kriterien vergleichend zu Studien anderer neuroprotektiver 
Substanzen durch eine hohe methodische Qualität aus. In Kleintiermodellen der 
Maus und Ratte wurden transiente wie auch permanente Schlaganfallmodelle unter-
sucht, wobei sogar Komorbiditäten und das Alter als Einflussfaktoren Beachtung 
fanden (Minnerup et al., 2009; Lanfranconi et al., 2011). 
5.7.3 Immunologische Unterschiede zwischen Maus und Mensch 
Auch wenn das Immunsystem von Maus und Mensch in vielerlei Hinsicht vergleich-
bar ist, gibt es doch einige signifikante Unterschiede, die beachtet werden müssen, 
wenn Mäuse als Modell für menschliche Erkrankungen eingesetzt werden. Eine sehr 
offensichtliche Differenz zwischen beiden Spezies ist die Verteilung der Leukozyten-
populationen im Blut. So dominieren neutrophile Granulozyten mit 50 % bis 70 % 
das menschliche Blut, während in der Maus ein umgekehrtes Verhältnis mit 75 % bis 
90 % Lymphozyten und 10 % bis 25 % Neutrophilen herrscht (Mestas et al., 2004). 
Auch ihre Funktionalität unterscheidet sich in Mensch und Maus. Andere Unter-
schiede sind z. B. für Chemokine und Chemokin-Rezeptoren und die T-Zellpolarisie-
rung beschrieben. Während CXCR-1 und IL-8 zwar im Menschen exprimiert werden, 
kommen sie in der Maus nicht vor. Im Gegensatz dazu werden in beiden Spezies 
Th1- und Th2-Zellen gefunden, deren Ausprägungsform in Mäusen jedoch sehr viel 
akzentuierter ist als beim Menschen, wo häufig beide Zelltypen ähnliche Eigenschaf-
ten aufweisen (Mestas et al., 2004). 2013 erregte eine Studie großes Aufsehen, die 
eine schwache Korrelation der genomischen Antwort auf Entzündungsreize zwi-
schen Mausmodellen und dem Mensch beschrieb (Soek et al., 2013). Auch wenn 
die Ergebnisse mittlerweile durch andere Arbeiten relativiert wurden (Takao et al., 
2015), initiierten sie eine intensive Diskussion über den generellen Nutzen von 
Mausmodellen, insbesondere für immunologische Fragestellungen. Auch die Auto-
ren der AX200-Studie hinterfragten die Wahl von Mäusen zur Nachstellung eines 
humanen Schlaganfalls für die Testung von Medikamenten (Ringelstein et al., 2013). 
Schließlich scheinen nicht die Unterschiede der inflammatorischen und immunologi-
schen Antwort nach Schlaganfall die ausschlaggebenden Faktoren zu sein, da bild-
gebende Verfahren, histopathologische Methoden und Biomarker-Befunde in huma-
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nen und murinen Studien eine hohe Ähnlichkeit nahelegten. Vielmehr müssen inter-
nale und externale Einflüsse wie der Gegensatz zwischen einem naiven Immunsys-
tem in pathogenfrei gehaltenen jungen männlichen Mäusen und einem Immunsys-
tem in älteren multimorbiden Patienten beiden Geschlechts im Studiendesign mehr 
Berücksichtigung finden (Dirnagl et al., 2014). 
5.7.4 Methoden und Versuchstieranzahl 
Je nach Größe des Infarktvolumens variiert die Anzahl der geschädigten Zellen und 
damit möglicherweise auch die Stärke der Immunantwort. Vorherige Studien der Ar-
beitsgruppe konnten belegen, dass nach Etablierung der operativen Prozedur repro-
duzierbare Infarktvolumina zu messen waren. Aus diesem Grund gehörte die Ent-
wicklung des Infarktvolumens nicht zu den Fragestellungen der vorliegenden Arbeit 
und wurde daher auch nicht in die Auswertung einbezogen. Die Anzahl der neutro-
philen Granulozyten wurde demnach nicht auf die tatsächliche Größe des Schlagan-
falls normiert, wie es in anderen Arbeiten beschrieben wurde (Ballesteros et al., 
2014). Somit kann kein unmittelbarer Zusammenhang zwischen der Infarktgröße 
und der Zahl einwandernder Zellen aufgezeigt werden. 
Ursächlich für die geringe Gruppengröße von n = 6 für die durchflusszytometrischen 
Analysen und n = 3 für die immunhistochemischen Untersuchungen sind die in der 
vorliegenden Arbeit gewählten Endpunktanalysen, bei denen es sich um sehr zeit-
aufwändige Verfahren handelt. Dies führte zu der Überlegung die Anzahl der unter-
suchten Tiere zu verringern. Damit wurden teilweise hohe Standardabweichungen in 
den Schlaganfallgruppen in Kauf genommen, die die Teststärke der Studie minder-
ten. 
5.7.4.1 Durchflusszytometrie 
Eine in der Immunologie weit verbreitete Arbeitsweise ist die in dieser Arbeit einge-
setzte Durchflusszytometrie, mit deren Hilfe sich schnell und reproduzierbar unter-
schiedliche Zelltypen gleichzeitig in einem biologischen Replikat beurteilen lassen 
(Pösel et al., 2016). Zuvor müssen die Proben in zumeist aufwendigen und fehleran-
fälligen Prozessen aufbereitet werden. So ist das Erstellen einer Einzelzellsuspensi-
on für die Durchflusszytometrie bei Gehirngewebe aufgrund des lipidreichen Myelins 
schwierig. Während bei einer mangelhaften Aufreinigung viele Entzündungszellen in 
den Geweberesiduen verbleiben und nicht im Durchflusszytometer detektiert wer-
den, drohen bei übergroßem Zellstress Apoptose und die Internalisierung von Re-
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zeptoren, die für die Identifikation der Zelle wichtig sind. Die zentralen Arbeitsschritte 
– mechanische Dissoziation durch ein Zellsieb, enzymatischer Verdau mit Liberase 
und nachfolgende Dichtegradientenzentrifugation zur Abtrennung des Myelin – müs-
sen deshalb mit hoher Sorgfalt durchgeführt werden, um den Erfolg der Methode 
nicht zu gefährden. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse ist daher maßgeblich von 
der Einhaltung des Protokolls und der Erfahrung des Untersuchers in der Anwen-
dung der Methode abhängig (Ballesteros at al., 2014; Pösel et al., 2016). In einem 
Durchgang wurden drei Gehirne gleichzeitig bearbeitet, sodass von Beginn der Pro-
bengewinnung bis zum Ende der Auswertung mittels Durchflusszytometrie ca. 8 
Stunden benötigt wurden. Da sich nach Analyse der o. g. Tierzahlen hinsichtlich der 
primären Fragestellung (verstärkt G-CSF die Einwanderung neutrophiler Granulozy-
ten in das Gehirn) kein Mittelwertunterschied erkennen ließ, wurde nach dem 3R-
Prinzip auf eine Erweiterung der Gruppen um zusätzliche Tiere verzichtet. 
5.7.4.2 Immunhistochemie 
Die Stärke der vorliegenden Arbeit besteht darin, dass die Quantifizierung der ein-
gewanderten Immunzellen nach einem Schlaganfall mit oder ohne G-CSF durch In-
formationen über die räumliche Organisation des Entzündungszellinfiltrats ergänzt 
wurde. Hierfür wurde die immunhistochemische Markierung von neutrophilen Gra-
nulozyten eingesetzt und eine Differenzierung nach Zelllokalisation sowie -morpho-
logie vorgenommen. 
Die immunhistochemischen Analysen zur räumlichen Verteilung der eingewanderten 
neutrophilen Granulozyten bedeuteten ebenfalls einen sehr hohen Arbeitsaufwand. 
Durch die starke Heterogenität der Zellverteilung in der ischämischen Hemisphäre 
musste eine lückenlose Durchmusterung der betrachteten Hirnhälfte vorgenommen 
werden. Daher wurden lediglich repräsentative Objektträger des Infarktkerns ausge-
wertet und nicht der gesamte Infarktbereich. Die in der Histologie häufig genutzte 
Methode der Stereologie kam aufgrund der eben beschriebenen Überlegungen nicht 
zur Anwendung, obwohl sie unter bestimmten Bedingungen Vorteile bietet. Sie 
zeichnet sich durch eine erhöhte Genauigkeit der Quantifizierung aus, indem die 
Auswertung annähernd unverzerrt durch systematische Fehler erfolgt (West et al., 
1999). Neben einer zufälligen Auswahl der Stichproben (Objektträger) trägt die sta-
tistisch fundierte Abschätzung der Zellzahl nach Analyse von gleichgroßen Zählein-
heiten innerhalb eines zufällig angelegten Zählgitters zur Optimierung der Genauig-
keit bei. Dabei wird ein zuvor festgelegtes Zählschema genutzt. 
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Um die Methode trotzdem den stereologischen Prinzipien anzunähern, wurde das 
Werkzeug „Optical Fractionator“ des Programms Stereo Investigator genutzt und 
standardisierte Voreinstellungen für alle Hirnschnitte vorgenommen. Dadurch wurde 
gewährleistet, dass alle Regionen des Präparats unter denselben Bedingungen 
durchmustert und alle Markierungen automatisch registriert wurden. Die Zuordnung 
der antikörpermarkierten Zellen hinsichtlich ihrer Lokalisation und Zellmorphologie 
erforderte einen zusätzlichen Bewertungsschritt. Für die Analyse wurden beide He-
misphären getrennt voneinander beurteilt. Die manuelle Auszählung nahm pro ana-
lysiertem Objektträger ca. 2 bis 4 Stunden in Anspruch. 
Durch Abweichungen in der Markierungssetzung besteht die Gefahr der Beeinflus-
sung der Distanz zweier Zellen in der Nearest-Neighbor-Analyse. Dieser Fehler wur-
de durch die Zusammenfassung in Abstandsintervallen minimiert. Gleichermaßen 
stellten unmittelbar nebeneinander liegende Zellen ein Problem in der Anwendung 
des Voronoi-Plugins dar. Voronoi-Linien konnten nur zwischen Zellen mit mindes-
tens einem Bildpunkt Abstand gezogen werden, sodass eine Annäherung an die 
wahren Abstandverhältnisse vorgenommen wurde, die aber durch die hohe Anzahl 
an Zellen die beabsichtigte Aussage nicht beeinflusste. 
5.8 Ausblick 
In der vorliegenden Arbeit wurden gemäß Zielstellung immunologische Endpunkte 
betrachtet. Weiterführende Arbeiten aus der Arbeitsgruppe konnten jedoch zeigen, 
dass Mäuse, die mit einer Hochdosis-G-CSF-Therapie behandelt wurden, nach 24 
Stunden tatsächlich stärkere funktionelle Defizite aufwiesen. Inwieweit hierfür die 
verstärkte Einwanderung monozytärer Zellen in das ischämische Gehirn verantwort-
lich ist oder eine Zunahme des Perfusionsdefizits durch das Phänomen der Throm-
boinflammation, ist unklar. Unabhängig davon ist es vorstellbar, dass dosisabhängi-
ge immunologische Effekte des G-CSF zum Scheitern der AX200-Studie beigetra-
gen haben. Als in diese Richtung weisendes Indiz könnte man auch die erhöhte 
Körpertemperatur und Granulo- sowie Monozytose in der Therapiegruppe interpre-
tieren, die unter den geringeren Dosierungen in den präklinischen Studien nicht be-
schrieben waren. 
Interessanterweise zeigte sich in der AX200-Studie zudem, dass mit G-CSF behan-
delte Schlaganfallpatienten initial größere Perfusionsdefizite, im Verlauf aber gleiche 
Infarktvolumina aufwiesen. Daher wurde seitens der Autoren ein möglicher Einfluss 
des Wachstumsfaktors auf die sekundäre Infarktexpansion diskutiert. Hier sind wei-
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terführende Arbeiten notwendig, die die längerfristige Wirkung einer hochdosierten 
G-CSF-Behandlung auf die zelluläre Immunantwort nach einem Schlaganfall unter-
suchen. Neben der Neutrophilenmobilisation beeinflusst G-CSF die angeborene und 
adaptive Immunantwort auf vielfältige Weise. Tatsächlich konnte eine neue Studie 
der Arbeitsgruppe zeigen, dass der Wachstumsfaktor G-CSF bei anhaltender Gabe 
die Einwanderung von inflammatorischen Monozyten in das Infarktgebiet über eine 
veränderte Adhäsionsmolekülexpression hemmt. Diese Beobachtung war mit einem 
geringeren Hirnödem und einem besseren funktionellen Outcome nach 4 Tagen as-
soziiert (Weise et al., 2017). Regulatorische T-Zellen gelten in der Frühphase auf-
grund der Verstärkung der Thromboinflammation durch erhöhte Interaktion mit En-
dothelzellen und Thrombozyten als schädigend, wohingegen nach etwa einer Wo-
che IL-10- und TGF-ß-abhängige antiinflammatorischen Eigenschaften überwiegen 
(Liesz et al., 2009; Kleinschnitz et al., 2013). Daraus ergibt sich die Schlussfolge-
rung, dass das bloße Verhindern der Einwanderung bestimmter Zellarten nicht ziel-
führend ist. Es wäre stattdessen ein verzögerter Behandlungsbeginn zu überlegen, 
um schädliche Wirkungen in der Frühphase zu vermeiden, ohne auf spätere vorteil-
hafte Effekte zu verzichten. Für Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinase (MMP) wur-
de in ähnlicher Weise gezeigt, dass ihr Einsatz nur in der Frühphase des Schlagan-
falls sinnvoll ist. Während MMPs in den ersten 24 Stunden entscheidend an der Stö-
rung der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind, spielen sie im Verlauf für Reparaturpro-
zesse, insbesondere für Angio- und Neurogenese eine zentrale Rolle (Yang et al., 
2015). 
Aufgrund der Komplexität der Immunantwort nach einem Schlaganfall ist der Ansatz 
nur an einer Schaltstelle zu manipulieren zu simplifizierend. Auch die generelle 
Übertragung präklinischer auf klinische und da von Phase-II- auf Phase-III-Studien 
kann Fehlerquellen aufweisen (del Zoppo et al., 2010). In zukünftigen Schlaganfall-
studien sollte neben der adäquaten Dosiskonversion zwischen unterschiedlichen 
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Der Schlaganfall als zweithäufigste Todesursache weltweit, betrifft jährlich in 
Deutschland mehr als 1,76 Millionen Menschen. Gravierend sind insbesondere die 
bleibenden neurologischen Defizite, die eine enorme Einschränkung für die Be-
troffenen darstellen und die Gesundheitsausgaben stark belasten. Da die bisherigen 
Behandlungsmethoden mit lytischer oder mechanischer Eröffnung des verschlosse-
nen Gefäßes durch zahlreiche Kontraindikationen wie der zeitlichen Begrenzung nur 
einem geringen Patientenkreis vorbehalten sind, ist die Suche nach einem universel-
ler einsetzbaren Therapieansatz ein Hauptanliegen in der Schlaganfallforschung. 
Vielversprechende Ergebnisse werden bereits seit über zehn Jahren mithilfe der 
neuroprotektiven und -regenerativen Eigenschaften des Wachstumsfaktors G-CSF 
in zahlreichen Kleintiermodellen erzielt. Die erfolgreiche Übersetzung auf eine multi-
zentrische randomisierte Phase-IIa-Studie blieb jedoch aus. Zwar wurde eine gute 
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Verträglichkeit beobachtet, doch konnte keine Verbesserung des Outcomes der 
Schlaganfallpatienten herbeigeführt werden. Bei näherer Betrachtung fiel eine deut-
lich höhere Dosierung des Wachstumsfaktors in der humanen Studie im Vergleich 
zu den erfolgreichen präklinischen Studien auf, sodass Fragen nach einem schädi-
genden Einfluss möglicher immunologischer Veränderungen aufkamen. 
1. Führt G-CSF in niedriger und/oder hoher Dosierung zu einer verstärkten 
Einwanderung von neutrophilen Granulozyten in das schlaganfallgeschädig-
te Gehirn? 
2. Nimmt G-CSF (dosisabhängig) weitere Einflüsse auf die Zusammensetzung 
des frühen entzündlichen Infiltrats im Gehirn?  
3. Verändert G-CSF neben möglichen quantitativen Effekten auch die räumli-
che Verteilung bzw. die Zellmorphologie einwandernder neutrophiler Gra-
nulozyten? 
4. Unterscheiden sich periphere immunologische Wirkungen des G-CSF (do-
sisabhängig) nach Schlaganfall? 
Um dies zu überprüfen, wurde in einem murinen Schlaganfallmodell eine quantitati-
ve FACS-Analyse des frühen entzündlichen Hirninfiltrats und der Immunzellpopulati-
onen im peripheren Blut mit besonderem Augenmerk auf neutrophile Granulozyten 
24 Stunden nach (Schein-)Schlaganfall durchgeführt. Ergänzend erfolgte eine im-
munhistochemische Beurteilung des Infiltrationsverhaltens neutrophiler Granulozy-
ten, wobei neben der räumlichen Verteilung die Zellmorphologie untersucht wurde. 
In der durchflusszytometrischen Betrachtung wurden naive Tiere und Tiere mit 
Scheinoperation den Gruppen mit alleiniger Ischämie (MCAO), MCAO und Niedrig-
dosis-G-CSF-Therapie (50 µg/kgKG) sowie MCAO und Hochdosis-G-CSF-Therapie 
(832,5 µg/kgKG) gegenüber gestellt. Die immunhistochemische Analyse verglich 
lediglich die Schlaganfallgruppen. Zusammenfassend zeigte sich in dieser Arbeit, 
dass die Behandlung mit G-CSF, unabhängig von der Dosierung, 24 Stunden nach 
experimentellem Schlaganfall nicht zu einer verstärkten Einwanderung von neutro-
philen Granulozyten in das Infarktgebiet führt. Anstelle der Granulozyten zeigte sich 
aber eine Zunahme von inflammatorischen Monozyten und einer Ly6C/MHC-II-posi-
tiven Mischpopulation aus Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen im 
ischämischen Gehirn, deren Bedeutung für die dortige Entzündungsreaktion unklar 
ist. Wie auf die Infiltration von neutrophilen Granulozyten an sich nahm G-CSF 
ebenso wenig Einfluss auf die räumliche Verteilung der Granulozyten, die überwie-
gend im temporoparietalen Kortex und den benachbarten Hirnhäuten lokalisiert wa-
6     Zusammenfassung 
72 
ren und damit eine leptomeningeale Migrationsroute nahe liegt. Auch die Kinetik der 
Einwanderung wurde durch G-CSF nicht verändert, wenn man die Gleichverteilung 
runder und stäbchenförmiger neutrophiler Granulozyten in den Experimentalgruppen 
zugrunde legt, die Ausdruck unterschiedlicher Stadien der Transmigrationskaskade 
sind. Im peripheren Blut kam es durch den Schlaganfall zu einer deutlichen Ver-
schiebung der Leukozytensubpopulationen hin zu neutrophilen Granulozyten. Dieser 
Effekt wurde durch die Behandlung mit G-CSF zu dem frühen Untersuchungszeit-
punkt nach 24 Stunden nicht verstärkt. Auffällig war zudem ein Anstieg von regulato-
rischen T-Zellen im Blut der mit der hohen G-CSF-Dosis behandelten Versuchstiere. 
Die Zahl der T- und B-Lymphozyten sank hingegen im peripheren Blut der Schlagan-
fallgruppen und kann als Zeichen der Immunsupression gewertet werden. Mittlerwei-
le belegen immer mehr Arbeiten, dass Immunzellen zeitabhängig entzündungsför-
dernde oder -hemmende Eigenschaften aufweisen. So nehmen inflammatorische 
Monozyten auf die Gefäßintegrität und Ausbildung von antiinflammatorischen  
M2-Makrophagen im Schlaganfall Einfluss. Regulatorische T-Zellen wiederum wer-
den in der Frühphase des Schlaganfalls über die Interaktion mit Thrombozyten und 
Endothelzellen mit einer zunehmenden Störung der Mikrozirkulation in Verbindung 
gebracht (sogenannte Thromboinflammation), wohingegen in der subakuten Phase  
IL-10- und TGF-β-abhängige positive Effekte beschrieben wurden. Letztlich legen 
die Ergebnisse nahe, dass in zukünftigen Studien die zeitabhängige Wirkungsweise 
von Substanzen ebenso wie eine differenzierte Dosiskonversion in den menschli-
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